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RESUMO  
O NTS é o sítio primário das terminações das aferências dos reflexos 
cardiovasculares no sistema nervoso central (SNC). A presença da acetilcolina (ACh) 
no NTS e sua participação na transmissão ou modulação central das funções 
neurovegetativas foi sugerida desde a década de 80 (Kobayashi  et al., 1978; Simon  
et al., 1981; Criscione et al., 1983; Helke  et al., 1983). Contudo, a maioria dos 
estudos da literatura foram realizados in vitro  e não há evidências de estudos da 
transmissão colinérgica in vivo em animais não anestesiados. Estudos prévios de 
nosso laboratório mostraram que a microinjeção de ACh no NTS de ratos não 
anestesiados causa hipotensão e bradicardia dose-dependentes e estas respostas 
parecem ser mediadas ou moduladas em parte pela liberação de óxido nítrico 
derivado da isoforma neuronal da enzima óxido nítrico sintase (NOS). A queda de 
pressão arterial causada pela ACh não foi abolida após o bloqueio parassimpático 
com metilatropina, indicando que a ativação do sistema colinérgico no NTS causa 
redução significante do componente simpático. A fim de discriminar as respostas de 
pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) causadas pela estimulação 
dos receptores colinérgicos nicotínicos e muscarínicos no NTS, realizamos as curvas 
dose-resposta para os agonistas seletivos nicotina (NIC) e pilocarpina (PIL) 
microinjetados no NTS de ratos não anestesiados. Além disso, investigamos também 
os efeitos do bloqueio central da NOS neuronal (TRIM) sobre estas respostas. Ratos 
Wistar foram preparados de acordo com a técnina de implante crônico de cânulas-
 xix
guia em direção ao NTS e da metodologia para microinjeção de drogas em animais 
não anestesiados e registro de pressão arterial in vivo. A microinjeção unilateral do 
agonista colinérgico de receptor nicotínico (nicotina) no NTS de ratos não 
anestesiados causou significante hipotensão e bradicardia que se mostrou dose-
dependente. Com a microinjeção unilateral do agonista colinérgico de receptor 
muscarínico (pilocarpina) no NTS observamos significante hipotensão e bradicardia, 
onde as doses maiores que 1 nmol/100 nL causaram hipotensão seguida de 
aumento da pressão arterial e bradicardia. A microinjeção unilateral do inibidor da 
nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL) no NTS reduziu significantemente a hipotensão e 
bradicardia causadas pela nicotina e pilocarpina no NTS. O bloqueio da nNOS 
também reduziu significantemente o aumento de pressão arterial média causado 
pela microinjeção de pilocarpina na dose de 5 nmol/100 nL. Os resultados são a 
primeira evidência funcional, em animais não anestesiados, da participação de 
ambos os subtipos de receptores colinérgicos (nicotínico e muscarínico) na resposta 
da ACh no NTS. As diferenças observadas com a estimulação seletiva dos 
receptores colinérgicos no NTS sugerem a participação de cada subtipo de receptor 
na modulação da transmissão de estímulos cardiovasculares distintos, e, a função do 
sistema colinérgico sofre influência, ainda por meios desconhecidos, do óxido nítrico 
de origem central.       
ABSTRACT  
The Nucleus of the Solitary Tract is the first sites of cardiovascular reflex 
afferent terminations in the central nervous system (CNS). Acetylcholine (ACh) is 
present within neurons and terminals in the NTS and its participation in modulation of 
neurovegetative function was suggested since the 80´s. However, most part of the 
studies in literature was performed in vitro and there were no evidences in non-
anesthetized rats. Previous studies of our laboratory showed that ACh microinjection 
into the NTS of non-anesthetized rats elicits dose-dependent hypotension and 
bradicardia; and NO from nNOS may have a role in modulating these responses. 
Peripheral blockade of cholinergic muscarinic receptors (i.v. injection of 
methylatropine) did not alter hypotension induced by microinjection of ACh into the 
NTS of non-anesthetized rats, indicating that the activation of cholinergic system in 
the NTS elicits reduction of the sympathetic component. In order to discriminate 
cardiovascular responses elicited by cholinergic receptors stimulation in the NTS, we 
performed the dose-response curves for selective agonists nicotine (NIC) and 
pilocarpine (PIL) microinjected into the NTS of non-anesthetized rats. In addition, we 
investigated whether inhibition of the nNOS in the NTS affects the responses caused 
by cholinergic agonists. Male Wistar rats were prepared according to the 
methodology of guide cannulas implantation in the direction of the NTS for 
microinjection in freely-moving rats; and recording of blood pressure in non-
anesthetized rats. Unilateral nicotine microinjection in the NTS of non-anesthetized 
rats caused dose-dependent hypotension and bradicardia. Microinjection of the 
muscarinic agonist (pilocarpine) in the NTS of non-anesthetized rats elicited 
significant hypotension and bradicardia, and with doses higher than 1nmol/ 100 nL it 
was observed hypotension followed by an increased in arterial pressure, and  
bradicardia. Blockade of neuronal nitric oxide syntase (nNOS) (TRIM 13.3 nmol/ 100 
nL), in the NTS, significantly reduced responses elicited by nicotine and pilocarpine. 
Microinjection of TRIM also inhibited the increase in arterial pressure elicited by PIL 5 
nmol/ 100 nL. These results are the first functional evidence in non-anesthetized rats 
of cholinergic receptors participation in ACh transmission s in the NTS. Differences 
observed with selective stimulation of cholinergic receptors in the NTS suggest the 
participation of each receptor subtype in modulation of distinct pathways of stimulus 
of cardiovascular integration to the NTS. Finally, the physiological effects of 
cholinergic transmission in the NTS are still unclear and NO modulation of this system 
remains to be elucidated.   
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1. INTRODUÇÃO  
1.1 Participação do Sistema Nervoso Central (SNC) na manutenção da 
pressão arterial (PA)  
O SNC, em particular o bulbo, tem grande importância na manutenção e 
regulação da PA. A manutenção da PA envolve mecanismos complexos tais 
como regulação local, hormonal, neural e renal. Estes mecanismos atuam em 
conjunto, e são responsáveis pela redistribuição dos fluxos sanguíneos regionais 
por meio de alterações na resistência total e no débito cardíaco nas diversas 
situações comportamentais a que são submetidos os mamíferos.  
As primeiras demonstrações da importância do SNC no controle 
cardiovascular foram feitas por Claude Bernard (1851) e Brown-Séquard (1852) 
apud Gebber (1990) que, após realizarem a secção do nervo cervical periférico ou 
da remoção do gânglio cervical superior, observaram dilatação dos vasos 
sangüíneos na orelha de coelhos. Eles também mostraram que a estimulação 
elétrica das terminações periféricas do nervo simpático cervical seccionado levava 
à vasoconstrição na orelha; com isso, evidenciou-se a importância da inervação 
simpática no tônus vascular (apud Gebber, 1990). Posteriormente, Claude 
Bernard (1863) apud Gebber (1990) demonstrou que a transecção do eixo 
neuronal próximo à junção bulbo-espinal causava queda imediata e profunda na 
pressão arterial, sugerindo que regiões supraespinais seriam responsáveis pela 
geração do tônus simpático vasoconstritor. Dittmar (1873) apud Gebber (1990) 
  
2
evidenciou que a manutenção da pressão arterial em níveis normais era 
dependente da integridade do bulbo ventral.  
Em 1946, Alexander observou diferentes respostas cardiovasculares, como 
aumento e queda da pressão arterial, após a estimulação elétrica de regiões na 
superfície dorsal do bulbo. No entanto, somente na década de 70, estudos de 
Guertzenstein e Silver (1974) mostraram significante queda na pressão arterial 
após aplicação tópica de glicina (aminoácido inibitório) na superfície ventral do 
bulbo, que atua em corpos celulares e não em fibras de passagem. A partir destes 
estudos, caracterizou-se que diferentes regiões bulbares apresentam áreas 
funcionalmente distintas na manutenção e controle reflexo da PA.  
A regulação neural da PA envolve a ativação de sensores periféricos como 
os baro- e quimiorreceptores. A condução das informações aferentes dos baro- e 
quimiorreceptores para o bulbo são feitas pelos nervos depressor aórtico e do 
seio carotídeo, cujo acesso ao SNC é via nervos vago e glossofaríngeo, 
respectivamente. Os corpos celulares das fibras vagais e glossofaríngeas estão 
nos gânglios nodoso e petroso, respectivamente, e, suas terminações convergem 
para uma área específica na região dorsal do bulbo, os núcleos do tracto solitário 
(NTS) (Torvik, 1956; Cottle, 1964; Pawloski & Gordon, 1992; Zhuo et al., 1997). 
(Figura 1) 
A Figura 1 a seguir mostra o circuito neural, no bulbo, envolvido no baro- e 
quimiorreflexos indicando as projeções aferentes destas vias para o NTS. Pode-
se também observar a integração do NTS com as regiões ventrais do bulbo na 





Figura 1. Circuito neural no bulbo envolvido na transmissão do baro- e quimiorreflexo 
indicando as projeções aferentes destas vias para o NTS. (Campos Jr. et al., 1995) 
Abreviações: NTS = núcleo do tracto solitário; NA = núcleo ambíguo; CVL = bulbo 
caudoventrolateral; RVL = bulbo rostroventrolateral; GLU = glutamato; ACh = acetilcolina; 
NOR = noradrenalina.    
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1.2 NTS no controle cardiovascular    
Os núcleos do tracto solitário (NTS) são os sítios primários das 
terminações das aferências dos reflexos cardiovasculares no SNC. O NTS é 
constituído por grupos heterogêneos de neurônios dispostos dorsalmente no 
bulbo, e que se estendem de forma rostrocaudal, desde a extremidade caudal do 
núcleo motor do nervo facial até a parte caudal da decussação das pirâmides 
(Ciriello et al., 1994; Ter Horst & Streefland, 1994). A parte rostral é formada por 
colunas bilaterais que se unem na altura do óbex para formar uma única estrutura 
na linha média (Cottle, 1964). De acordo com Paxinos e Watson (1986), o NTS no 
rato, estende-se de aproximadamente 3,5 mm rostral a 0,7 mm caudal ao 
calamus scriptorium. Torvik (1956), em estudos neuroanatômicos onde foram 
observados diferentes sítios degenerativos no bulbo após remoção da raiz dos 
nervos vago e glossofaríngeo, dividiu-se o NTS em uma parte lateral e outra 
medial, considerando a linha média como referência, e a região entre as duas 
porções foi denominada de tracto solitário, onde as projeções dos nervos vago e 
glossofaríngeo chegam no NTS. Em relação ao seu aspecto antero-posterior, o 
NTS pode ser dividido em três porções dada a sua proximidade com a área 
postrema (Cottle, 1964; Loewy, 1990): NTS rostral, NTS intermediário e NTS 
comissural, conforme a Figura 2, modificada a partir de Ter Horst e Streefland 
(1994), mostrada a seguir:  
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  Figura 2 
Figura 2. Desenho esquemático mostrando a divisão neuroanatômica do NTS 
modificado a partir de Ter Horst & Streefland (1994). 
AP = área postrema; cc = canal central; Gr = núcleo gracile; Cu = núcleo 
cuneato; X = núcleo dorsal motor do nervo vago; XII = núcleo do hipoglosso                                          
A importância do NTS no controle cardiovascular foi demonstrada a partir 
de 1969, por Miura e Reis com a lesão eletrolítica unilateral do NTS intermediário 
de gatos, a qual aboliu as respostas reflexas na pressão arterial e freqüência 
cardíaca produzidas por estimulação elétrica do nervo do seio carotídeo, ou em 
resposta à estimulação química do corpo carotídeo ipsilateral à lesão. Isto 
evidenciou que as respostas hemodinâmicas desapareceram após lesão do NTS 
intermediário e sugeriu a ausência de uma segregação topográfica de baro- e 
quimiorreflexo no NTS de gatos. Estudos posteriores mostraram que a lesão 
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bilateral do NTS de ratos, ao nível do óbex (De Jong et al., 1977; Reis et al., 
1977), produziu hipertensão acompanhada de um aumento na labilidade da 
pressão arterial, e após a lesão todos os animais apresentaram edema pulmonar 
seguido de morte. Talman e cols (1980b), mostraram que a lesão eletrolítica do 
grupo de neurônios catecolaminérgicos A2, que englobou a porção comissural do 
NTS e porções laterais ao nível do óbex, não tornou os animais hipertensos, mas 
os mesmos apresentaram um aumento significativo na labilidade da pressão 
arterial e perda do componente parassimpático do barorreflexo. Estes estudos 
passaram a identificar o NTS como um importante centro bulbar integrador das 
funções cardiovasculares.     
Atualmente, sabe-se que há uma interação no processamento das 
aferências dos barorreceptores e quimiorreceptores periféricos (Mifflin & Felder, 
1990). Enquanto os barorreceptores promovem ativação parassimpática e inibição 
simpática, os quimiorreceptores promovem ativação parassimpática e simpática. 
As informações que chegam e são integradas no NTS alteram a função simpática 
através da sua influência estimulatória sobre a região caudal ventrolateral do 
bulbo (CVLM), a qual se projeta e tem função inibitória sobre os neurônios da 
região rostral ventrolateral do bulbo (RVLM). A região RVLM é responsável pela 
manutenção do tônus simpático, mantido por projeções glutamatérgicas vindas 
desta área (Guyenet et al., 1987; Chalmers et al., 1991). O NTS faz sinapse com 
os núcleos dorsal motor do vago (DMV) e ambíguo (NA) e as projeções destes 
núcleos para os órgãos efetores formam a via parassimpática.   
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1.3 A Acetilcolina (ACh) na regulação neural da PA    
A acetilcolina (ACh) é um dos principais transmissores do sistema nervoso 
autônomo e também participa de diversas vias do SNC (Rang et al., 2001).    
A síntese de ACh ocorre nas terminações nervosas a partir da aminoácido 
colina, que é captada por um sistema de transporte ativo. A colina livre no interior 
das terminações nervosas é acetilada por uma enzima citosólica, a colina 
acetiltransferase (CAT), que transfere o grupo acetil da acetil-CoA. O processo de 
limitação da velocidade na síntese parece ser o transporte da colina, cuja 
atividade é regulada de acordo com a taxa de liberação da ACh. A enzima que 
hidrolisa a ACh é a acetilcolinesterase(AChE), esta é encontrada nas terminações 
nervosas pré-sinápticas. A acetilcolina é continuamente hidrolisada (pela 
colinesterase) e ressintetizada. Os mecanismos de síntese, liberação e 
degradação de ACh no SNC são essencialmente os mesmos que na periferia. 
(Rang et al., 2001) (Figura 3).        
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Figura 3: Representação dos eventos indicando a síntese e degradação da 
Acetilcolina (ACh).    
A  ACh pode atuar sobre dois subtipos de receptores: nicotínicos e 
muscarínicos. Os receptores nicotínicos são de ação direta (ionotrópicos) e 
pertencem à família dos canais iônicos ligante-dependente. A ação colinérgica 
sobre os receptores nicotínicos gera um potencial de ação excitatório rápido, que 
resulta no aumento da condutância para os cátions Na+, K+ e Ca+2. Os receptores 
muscarínicos são de ação indireta (metabotrópicos) e pertencem à família dos 
receptores ligados à proteina G regulatória, algumas vezes diretamente acoplada 
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a canais iônicos, e em outras, acoplada a sistemas de segundos mensageiros. No 
sistema nervoso autônomo a ACh participa da transmissão ganglionar, através de 
receptores nicotínicos. Os nervos parassimpáticos pós-ganglionares liberam ACh 
que estimula os receptores muscarínicos nos órgãos-alvo (Rang et al., 2001).    
Os neurônios colinérgicos estão presentes em todo o SNC. Marcadores 
biológicos foram utilizados para marcar a CAT (enzima que sintetiza ACh), assim 
foi possível identificar neurônios colinérgicos no SNC (Rang et al., 2001). A ACh 
participa de vias importantes como projeção septo-hipocampal e via inibitória 
recorrente a partir de motoneurônios espinais (Rang et al., 2001). Os receptores 
muscarínicos no SNC parecem mediar os principais efeitos comportamentais 
associados à ACh, como a aprendizagem e a memória em curto prazo (Rang et 
al., 2001). Há evidências de que os receptores nicotínicos apresentam uma 
localização predominantemente pré-sináptica, e atuam para facilitar a liberação de 
ACh durante a atividade sináptica sustentada (Rang et al., 2001). Pouco se sabe 
sobre a transmissão mediada por receptores nicotínicos pós-sinápticos em 
diversas áreas do SNC, incluindo o NTS (Rang et al., 2001).  
O sistema colinérgico foi identificado em neurônios e terminais do NTS pela 
presença da acetilcolinesterase (Kobayashi  et al., 1978; Simon  et al., 1981), 
colina acetiltransferase (Helke  et al., 1983; Simon  et al., 1981),  acetilcolina 
(Helke  et al., 1983)  e receptores muscarínicos (Kobayashi  et al., 1978; Simon  et 
al., 1981; Wamsley  et al., 1991). Os receptores nicotínicos foram identificados por 
meio de estudos imunohistoquímicos (Schwartz et al., 1982) e eletrofisiológicos 
(Ueno et al., 1993; Shihara et al., 1999) em subpopulações de neurônios no NTS. 
A remoção do gânglio nodoso ou a vagotomia diminuíram a atividade da 
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acetiltransferase no NTS, sugerindo uma possível aferência colinérgica do gânglio 
nodoso para o NTS (Helke et al., 1983). Esta evidência foi reforçada pela 
identificação de corpos celulares contendo colina acetiltransferase e a própria 
acetilcolina (ACh) no gânglio nodoso (Palouzier et al., 1987; Ternaux et al., 1989). 
Evidências para a contribuição da ACh na regulação autonômica dos reflexos 
cardiovasculares foram previamente sugeridas, (Lawrence & Jarrott 1996, 
Ruggiero et al., 1990; Ruggiero et al., 1994). 
A microinjeção de acetilcolina e carbacol (agonista colinérgico) no NTS de 
ratos anestesiados causa hipotensão e bradicardia dose-dependentes, resposta 
esta similar à ativação do barorreflexo (Criscione et al., 1983). Estes mesmos 
autores mostraram que o bloqueio total dos receptores colinérgicos muscarínicos 
(pela microinjeção bilateral de atropina) no NTS de ratos anestesiados não afetou 
a integridade do barorreflexo, sugerindo que o sistema colinérgico tem um papel 
modulatório na transmissão do barorreflexo, diminuindo a pressão arterial 
(Criscione et al., 1983).  
A maioria dos estudos sobre a transmissão colinérgica no NTS foram 
realizados em animais anestesiados (Criscione et al., 1983; Tsukamoto et al., 
1994). Nos nossos estudos prévios (da Silva et al., 2008; Figura 4 a seguir) 
observamos que a microinjeção unilateral de ACh (500 pmol/100 nL)  no NTS de 
ratos não anestesiados causa significante hipotensão e bradicardia. A anestesia 
parece não alterar os efeitos cardiovasculares da ativação de receptores 
colinérgicos do NTS, já que a hipotensão e bradicardia foram respostas obtidas 
também nos nossos experimentos com ratos não anestesiados, com dose similar 
de ACh microinjetada nos estudos com ratos anestesiados.   
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Figura 4  
Figura 4: Alterações da pressão arterial média e frequência cardíaca causadas 
pela microinjeção unilateral de ACh em ratos não anestesiados (extraido de da 
Silva et al., 2008).     
Diversos estudos têm buscado identificar qual o subtipo de receptor 
colinérgico nicotínico ou muscarínico está envolvido na transmissão do 
barorreflexo no NTS, contudo as evidências são bastante contraditórias 
(Kobayashi et al.,1978; Criscione et al., 1983; Hodes et al., 1983; Hori et al., 1987; 
Sundaram et al., 1989; Shihara et al., 1999; Ferreira et al., 2001) 
. 
da Silva, L. G. et al. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 295: R1774-R1781 2008;
doi:10.1152/ajpregu.00559.2007 
Changes in mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) elicited by unilateral 
microinjection of ACh in the NTS of awake rats 
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Estudos de imunohistoquímica demonstraram que a porção intermediária 
do NTS apresenta uma grande densidade de receptores muscarínicos (Kobayashi 
et al.,1978; Hodes et al., 1983; Hori et al., 1987). Estudos de autoradiografia in 
vitro demonstraram a presença de receptores nicotínicos na porção intermediária 
do NTS, e esta marcação reduziu significantemente após vagotomia (Ferreira et 
al., 2001). A resposta de hipotensão e bradicardia causada pela microinjeção de 
ACh foi bloqueada pela microinjeção de atropina (antagonista muscarínico), mas 
não pelo hexametônio (antagonista nicotínico), sugerindo que a hipotensão e 
bradicardia causadas pela ACh no NTS são resultado direto da ativação de 
receptores colinérgicos muscarínicos e não nicotínicos (Criscione et al., 1983).  
           Sundaram et al (1989) demonstraram que o subtipo de receptor 
muscarínico envolvido na resposta causada pela ACh no NTS intermediário 
parece ser do tipo M2. A microinjeção do agonista muscarínico seletivo M2 cis-
metildioxolano (CD), mas com pequena afinidade por receptores M1, causou uma 
resposta depressora colinérgica típica que foi bloqueada por um antagonista 
muscarínico seletivo M2 (AFDX-116), e não foi bloqueada pelo antagonista 
seletivo M1 (pirenzepina) (Sundaram et al., 1989). Além disso, Tsukamoto et al 
(1994) mostraram que as respostas cardiovasculares causadas pela acetilcolina 
ou pela estimulação do nervo depressor aórtico foram bloqueadas somente com 
doses altas de antagonista muscarínico atropina e metilatropina, sugerindo que os 
mecanismos colinérgicos muscarínicos não estão envolvidos na modulação tônica 
da regulação cardiovascular ou do barorreflexo via receptores muscarínicos. 
A hipotensão causada pela nicotina no NTS foi bloqueada parcialmente 
pela combinação da microinjeção de antagonistas ou toxinas específicas para as 
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subunidades de receptor nicotínico ( 7 e 3 4). O bloqueio total da resposta de 
hipotensão (98%) foi obtido com a combinação coletiva dos antagonistas, 
propondo a existência de uma população heterogênia de subtipos de receptores 
nicotínicos neste núcleo (Dhar et al., 2000).  
           Em contrapartida, Shihara et al (1999) concluíram que ambos os 
receptores colinérgicos estão presentes no NTS intermediário, uma vez que a 
aplicação iontoforética de ACh sobre neurônios do NTS intermediário excitados 
pela estimulação do trato solitário causou resposta neuronal que foi bloqueada 
tanto pela aplicação de antagonista muscarínico (atropina) como nicotínico 
(curare). Ueno et al (1992) observaram em neurônios do NTS de ratos jovens (2 
semanas) que a ACh ativou principalmente receptores nicotínicos, e pouco foi 
observado em relação a ativação de receptores muscarínicos. Esta discrepância 
pode ser devido ao fato dos receptores muscarínicos não estarem totalmente 
expressos nesta fase da vida do animal, e também pela ausência de receptores 
muscarínicos no corpo celular de neurônios do NTS (Ueno et al., 1993).  
1.4 Neurotransmissão colinérgica e modulação nitroxidérgica no NTS   
O NO é uma molécula gasosa e foi originalmente identificada como um 
fator endotelial relaxante do músculo liso vascular e é um importante mediador 
da sinalização intracelular em vários tecidos (Dias et al., 2006b). 
A descoberta de que o NO funciona como uma molécula sinalizadora no 
SNC mudou radicalmente o conceito de neurotransmissão (Espluges, 2002). 
Partindo das suas propriedades físicas, o NO não é estocado em vesículas 
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lipídicas e liberado por exocitose, também não é metabolizado por enzimas 
hidrolíticas. Uma vez sintetizado difunde-se, podendo agir na própria célula em 
que foi produzido ou em células adjacentes (neurais ou não). Sua inativação 
ocorre pela reação com um substrato. Estas características demonstram que o 
NO tenha função neurotransmissora e neuromodulatória (Garthwaite & Boulton, 
1995). 
O NO pode ser sintetizado no SNC a partir da L-arginina pela enzima óxido 
nítrico sintase (NOS). O SNC apresenta as três isoformas da enzima NOS: NOS 
neuronal ou tipo-I (nNOS ou NOS-I), NOS endotelial ou tipo-III (eNOS ou NOS-III) 
e NOS induzível ou tipo-II (iNOS ou NOS-II) (Dias et al., 2006b). A nNOS foi 
originalmente identificada no tecido neural, sua ativação é regulada pelo aumento 
de cálcio intracelular. O influxo de Ca+2 se dá pela ativação de canais 
dependentes de receptores, como por exemplo, receptores NMDA (receptor 
ionotrópico de glutamato), ou liberação de estoques intracelulares com a chegada 
do potencial de ação. Quando a concentração citosólica de Ca+2 ultrapassa 
400mM, ocorre interação com a calmodulina que então se liga a nNOS ativando-
a. Quando a concentração de cálcio diminui, ocorre a dissociação da calmodulina 
da enzima. A nNOS pode estar localizada tanto pré- como pós-sinapticamente, 
sua distribuição é heterogênia nas diversas áreas do SNC e sua co-localização 
com diferentes neurotransmissores implica na participação da ativação desta 
isoforma na sinalização neural, neurotoxicidade, plasticidade sináptica e 
modulação de diversas vias neuronais (Dias et al., 2006b). A eNOS foi 
originalmente identificada no endotélio vascular, sua ativação regula a resistência 
vascular. Também é cálcio-calmodulina dependente. No SNC está 
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predominantemente presente no endotélio dos vasos cerebrais, em algumas 
populações de neurônios e em células da glia(Dias et al., 2006b). A iNOS foi 
identificada em macrófagos e astrócitos. Está presente em menor quantidade e 
sua ativação é independente de cálcio e induzida por citocinas. No SNC é 
encontrada em células da glia e sua ativação esta associada à resposta imune 
inespecífica do SNC em condições patológicas (Dias et al., 2006b).   
A enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) é considerada o principal 
receptor fisiológico  ou alvo de ação do NO de origem neuronal (Dias et al., 
2006b). O NO formado ativa a GCs resultando na produção de guanosina-3´,5´- 
monofosfato cíclico (GMPc). O NO reage com o íon ferro localizado ao centro do 
grupamento heme da GCs produzindo mudança conformacional, o que ativa a 
catalização da guanosin-5´-trifosfato (GTP) em GMPc. O GMPc é um segundo 
mensageiro que ativa as proteínas quinase: PKGI (solúvel) - responsável pelo 
controle da quantidade de Ca+2  intracelular; PKGII (proteína de membrana) – 
controla o fluxo de ânions através da membrana, principalmente de íons cloreto 
(Dias et al., 2006b).  
Imunohistoquimicamente a distribuição da GCs e do GMPc é 
complementar à presença da nNOS em diversos terminais do SNC (Schimidt et 
al., 1992; Southam e Garthwaite, 1993; Young et al., 1993), incluindo as 
aferências cardiovasculares no NTS (Lin & Talman, 2005).   
Tem sido descrito que óxido nítrico (NO) modula a liberação de ACh em 
vários núcleos do SNC (Buchholzer & Klein, 2002; Ashworth-Preece et al., 1998a 
e 1998b). Sugere-se que o NO endógeno não causa liberação de ACh 
diretamente de neurônios colinérgicos, mas sua ação é via estimulação de 
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receptores glutamatérgicos (Buchholzer & Klein, 2002; Ashworth-Preece et al., 
1998a e 1998b). Ashworth-Preece et al (1998a) observaram a presença de sítios 
de ligação para [125I] -bungarotoxina (toxina que se liga em receptores 
colinérgicos nicotínicos) em secções do bulbo e do gânglio nodoso de ratos 
usando a técnica de autoradiografia in vitro. Estes sítios de ligação correspondem 
com os terminais das aferências vagais. Neste mesmo estudo os autores 
observaram que a administração de nicotina no NTS de ratos anestesiados 
elevou os níveis basais extracelulares de L-glutamato, provavelmente pela 
ativação dessa população de receptores colinérgicos nicotínicos localizados nos 
terminais das aferências vagais. Estes resultados sugerem que a acetilcolina está 
envolvida na modulação da liberação do L-glutamato no NTS via ação pré-
sináptica. O bloqueio de receptores nicotínicos no NTS de ratos anestesiados 
com antagonista nicotínico mecamilamina reduziu o aumento dos níveis 
extracelulares de L-glutamato e aspartato causados pela estimulação dos 
barorreceptores, mas não afetou os níveis basais de liberação destes 
neurotransmissores (Ashworth-Preece et al., 1998b).  
No striatum de camundongos knockout para óxido nítrico sintase neuronal 
(nNOS) ocorreu significante liberação de ACh após a perfusão com doador de NO 
(SIN-1), mas não na presença do agonista glutamatérgico ionotrópico (NMDA) 
(Buchholzer & Klein, 2002). A perfusão com NMDA aumentou a liberação de ACh 
nos camundongos sham e knockout para eNOS (Buchholzer & Klein, 2002). Este 
estudo é uma evidência de que a liberação de ACh no SNC sofre influência da 
formação/liberação de NO induzida pela ativação de receptores glutamatérgicos. 
Logo, o sistema colinérgico poderia também estar sendo influenciado pelo NO na 
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modulação das respostas cardiovasculares causadas pelas alterações das 
funções neurovegetativas no NTS. 
Nos nossos estudos prévios observamos que as respostas 
cardiovasculares causadas pela microinjeção unilateral de ACh no NTS de ratos 
não anestesiados foi significantemente reduzida após a microinjeção unilateral do 
inibidor não seletivo da NOS L-NAME (10 nmol/100 nL), sugerindo que o NO 
participa da transmissão colinérgica no NTS. A fim de identificar a origem do NO 
que modula a transmissão colinérgica no NTS, em um outro grupo de animais 
utilizamos o inibidor seletivo da NOS neuronal (nNOS) TRIM (10 nmol/ 60 nL) e  
observamos que a resposta hipotensora causada pela microinjeção de ACh foi 
significantemente reduzida e a bradicardia foi atenuada. Podemos sugerir com 
estes resultados que o NO derivado da nNOS influencia a transmissão colinérgica 
no NTS (da Silva et al., 2008).     
1.5 Neurotransmissão glutamatérgica e modulação nitroxidérgica no NTS  
Estudos fisiológicos, farmacológicos e observações neuroanatômicas 
evidenciaram o aminoácido L-glutamato (L-glu) como o principal neurotransmissor 
liberado pelas aferências dos baro- e quimiorreceptores periféricos no NTS 
(Talman et al., 1980a; Colombari et al., 1994). Talman et al (1980a) 
demonstraram que a microinjeção de L-glu no NTS em ratos anestesiados 
produzia hipotensão e bradicardia, resposta semelhante à ativação dos 
barorreceptores arteriais. A microinjeção de L-glu no NTS de ratos não 
anestesiados causa além de hipertensão e bradicardia, vasoconstrição nos leitos 
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renal, mesentérico e do trem posterior, sendo que, para este último foi observada 
uma subsequente vasodilatação (Colombari et al., 1998). Neste mesmo estudo 
especula-se que esta vasodilatação poderia envolver a ativação de um sistema 
vasodilatador simpático, o qual liberaria fatores nitrosotióis envolvidos no controle 
do tônus vascular, uma vez que esta vasodilatação foi atenuada após a 
administração endovenosa do inibidor não seletivo da NOS (L-NAME) e do 
antagonista adrenérgico de receptor -1 (prazozin). 
Diversos estudos têm demonstrado que a ativação dos receptores 
glutamatérgicos em diferentes núcleos do sistema nervoso central induz a 
produção e a liberação do NO ou substâncias nitrosotióis que podem transmitir 
sinais para outros neurônios (Di Paola et al., 1991; Garthwaite, 1991). Os 
mecanismos para síntese de NO, dependente da L-arginina e da NOS, estão 
presentes no NTS (Garthwaite et al., 1989). A microinjeção de doadores de NO no 
NTS induz respostas similares àquelas promovidas pela microinjeção de L-glu no 
mesmo núcleo em animais anestesiados (Lewis et al., 1991). Em animais não 
anestesiados a microinjeção de doadores de NO no NTS induz hipotensão e 
bradicardia e a microinjeção de L-glu produz aumento da PAM e bradicardia 
(Machado & Bonagamba, 1992). Apesar das evidências acumuladas nos últimos 
anos que sugerem o L-glu como um neurotransmissor dos reflexos 
cardiovasculares no NTS, estudos recentes têm sugerido que o NO (que pode 
atuar tanto pré- quanto pós-sinapticamente) também está envolvido na 
neuromodulação dos reflexos cardiovasculares no NTS (Dias et al., 2005).  
A ação dos nitrosotióis e/ou do NO, são mediadas pela ativação da GCs e 
seus efeitos são bloqueados pelo azul de metileno (Lewis et al., 1991). A 
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relevância fisiológica deste bloqueio é reforçada pelos estudos que mostraram 
que a microinjeção de azul de metileno no NTS bloqueou o reflexo 
cardiopulmonar (Bezold-Jarish) (Lewis et al., 1991). Estudos mostraram que o 
bloqueio não seletivo da NOS no NTS pode aumentar a pressão arterial sem 
que haja prejuízo sobre a modulação barorreflexa da atividade neural simpática 
(Tagawa et al., 1994; Zanzinger et al., 1995).    
Dias e colaboradores (2003) observaram os efeitos do inibidor da NO 
sintase L-NAME e do doador de NO (papaNONOate) sobre as respostas 
neuronais causadas pela ativação de receptores NMDA e AMPA em neurônios do 
NTS que respondem ao estímulo do nervo vago. A aplicação iontoforética de L-
NAME não alterou a frequência de disparos espontânea dos neurônios, mas 
diminuiu significantemente o número de potenciais de ação causados pela 
aplicação iontoforética de AMPA. A iontoforese do doador de NO (papaNONOate) 
aumentou significantemente o número de disparos espontâneos dos neurônios 
estudados e o número de potenciais de ação causados pelo AMPA, mas não 
alterou a excitação pelo NMDA. Os efeitos do L-NAME e do papaNONOate sobre 
as respostas causadas pelo NMDA foram variáveis, contudo, não significantes 
para a população de neurônios testada. Os dados obtidos sugerem que o NO 
facilita a transmissão neuronal mediada pelos receptores AMPA no NTS (Dias et 
al., 2003).    
Os efeitos fisiológicos dessa relação entre NO e transmissão 
glutamatérgica no NTS também foi obtida medindo o contingente eferente pós-
sináptico do reflexo baroceptor arterial e a atividade nervosa simpática renal 
(RSNA) (Dias et al., 2005). A microinjeção de L-NAME no NTS de ratos 
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anestesiados reduziu significantemente a hipotensão e atenuou a redução da 
RSNA causadas pela microinjeção de AMPA e NMDA no NTS de ratos 
anestesiados.  As respostas em estimulação dos reflexos cardiopulmonar e 
barorreceptor também foram alteradas pela inibição da NOS no NTS. O L-NAME 
reduziu de maneira significante a hipotensão, a bradicardia e a inibição da RSNA 
causadas pela infusão de fenilbiguanida (PBG) e reduziu a inibição da RSNA 
causada pelo estímulo do barorreflexo via fenilefrina (PE) (Dias et al., 2005). 
Estes resultados sugerem que a modulação das respostas cardiovasculares é 
resultado da ação recíproca dos neurotransmissores e do NO, não descartando a 
possível interação desde neuromodulador com outras 
substâncias/neurotransmissores de carácter excitatório e inibitório (Substância P, 
GABA, ACh) que também estão presentes no NTS e participam da regulação das 
funções neurovegetativas (Dias et al., 2005, 2006a,b). 
A regulação autonômica dos reflexos cardiovasculares no NTS pode ser 
resultado da ação recíproca de neurotransmissores (como a ACh) e do óxido 
nítrico. Estudos demonstraram que a ACh está presente no NTS e parece 
participar da transmissão do barorreflexo neste núcleo (Criscione et al., 1983; da 
Silva et al., 2008). Contudo, a participação funcional dos subtipos de receptores 
colinérgicos nas respostas de hipotensão e bradicardia causadas pela ACh no 
NTS não foi esclarecida. A interação do sistema colinérgico com o NO na 
regulação cardiovascular no NTS necessita ser investigada. A observação das 
respostas cardiovasculares causadas pela estimulação de receptores colinérgicos 
nicotínicos e muscarínicos, no NTS de ratos não anestesiados, e a influência do 
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NO derivado da NOS neuronal sobre estas respostas foram os objetivos principais 
deste projeto.  
  
22
2. OBJETIVOS    
Observar as respostas de pressão arterial pulsátil (PAP), pressão arterial 
média (PAM) e frequência cardíaca (FC) causadas pela microinjeção de agonistas 
seletivos de receptores colinérgicos nicotínicos (nicotina) e muscarínicos 
(pilocarpina) nos Núcleos do Tracto Solitário de ratos não anestesiados e os 
efeitos da inibição da isoforma neuronal da NOS sobre estas respostas.                  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1 Animais experimentais   
Foram utilizados ratos Wistar (300-350 g) fornecidos pelo biotério central 
(CEDEME) da UNIFESP- Escola Paulista de Medicina. Durante os experimentos 
os animais estavam não anestesiados e com livre movimentação. Os ratos foram 
mantidos em ciclo claro-escuro 12:12-h em sala com temperatura controlada. 
Água e comida estavam disponíveis ad libitum exceto durante os experimentos. 
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética 
Institucional (processo n° 1524/06).    
3.2 Implante de cânulas-guia em direção ao NTS   
Três a cinco dias antes do experimento utilizou-se um aparelho 
estereotáxico para pequenos animais modelo 960 (David Kopf Instruments, USA) 
e de acordo com a técnica descrita por Michelini e Bonagamba e modificada por 
Colombari. Cânulas-guia foram implantadas bilateralmente em direção ao NTS 
intermediário em ratos anestesiados com cetamina (50mg/Kg, i.p.; Ketamin –S, 
Cristália, Brasil) e Xilazina 2% (Virbaxyl 2%, Virbac, Brasil). As cânulas de aço 
inoxidável (22 gauge) tinham 15 mm de comprimento confeccionadas a partir de 
agulhas hipodérmicas. Após fixação da cabeça do animal por meio de duas 
barras auriculares foi feita a assepsia externa da pele da cabeça do rato com 
solução antisséptica a base de iodo e água oxigenada. Após este procedimento, 
foi feita uma incisão longitudinal na pele da cabeça e tecido subcutâneo. A torre 
do estereotáxico foi colocada em posição vertical (angulação zero) e a inclinação 
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da cabeça do animal foi ajustada para -3,5 mm de inclinação ventral na barra 
incisora. As coordenadas antero-posterior (-14,0 a -14,5 mm), lateral (0,5 a 0,7 
mm) e dorso-ventral (-5,5 a -6,0 mm) foram calculadas tendo como referência o 
bregma (Paxinos e Watson, 1986). Uma vez determinado o ponto de introdução 
da cânula-guia, foi feita a trepanação da calota craniana com auxílio de uma fresa 
acoplada a um micromotor de baixa rotação. Por esse orifício foram introduzidas 
as cânulas-guia sendo que a extremidade das mesmas ficou 1,5 mm acima do 
NTS. Essas cânulas foram fixadas ao crânio através de resina acrílica 
odontológica e de pequenos parafusos previamente fixados à calota craniana. 
Após a completa fixação das cânulas, as mesmas foram fechadas com um 
mandril (oclusor) de aço inoxidável até o momento de realização dos 
experimentos. Como medida profilática, após a cirurgia de implante das cânulas, 
todos os animais receberam 0,2 mL de Pentabiótico Veterinário (Fort Dodge, São 
Paulo, Brasil, 1.200.000 UI) por via intramuscular e foram mantidos sob 
observação durante 3 a 5 dias para recuperação da cirurgia.  
3.3 Registro da pressão arterial e frequência cardíaca   
Para registro direto da pressão arterial (PA), foram utilizados tubos de 
polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsipanny, NJ), previamente soldados a tubos de 
polietileno PE-50, de comprimento ajustados de acordo com o tamanho do 
animal. A cânula para registro da PA foi inserida na artéria aorta abdominal, 
através da artéria femoral. Antes de ser implantada, a cânula foi preenchida com 
solução fisiológica contendo heparina 10% (Cristália, Brasil). Após a implantação, 
a mesma foi conduzida subcutaneamente até o dorso do animal e exteriorizada 
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na região escapular, para permitir registros da PA em animais não anestesiados 
com livre movimentação. Para os procedimentos cirúrgicos de canulação da 
artéria femoral, os animais foram anestesiados com halotano (2%) misturado em 
oxigênio 100%. No grupo de animais em que foi realizado o protocolo de bloqueio 
de receptores muscarínicos com metilatropina (protocolo n° 1), um catéter de 
polietileno (PE-10 soldado a tubos de polietileno PE-50) foi inserido na veia 
femoral para injeção intravenosa de metilatropina. O registro da PA foi realizado 
pelo menos 24 horas após o procedimento cirúrgico, a fim de permitir a 
recuperação do animal dos efeitos do anestésico. Os animais foram mantidos em 
caixas individuais durante todo o período pós-operatório e de registro. Os 
experimentos foram iniciados após um período de no mínimo 20 minutos de 
adaptação dos animais às condições de som e iluminação do laboratório.    
A cânula arterial foi conectada a um transdutor de pressão Statham P23Db, 
o qual foi acoplado ao amplificador ETH-200 Bridge (CB Sciences, Inc.) e ao 
sistema computadorizado de registro Mac Lab 8 canais (AD Instruments). A 
aquisição dos dados foi obtida por meio de software correspondente ao sistema 
de registro (Powerlab versão 4.1, AD Instruments). Foram registradas 
simultaneamente a pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), a pressão arterial 
média (PAM, mmHg) e a frequência cardíaca (FC, batimentos por minuto, bpm).    
3.4 Microinjeções nos Núcleos do Tracto Solitário (NTS)   
Para as microinjeções no NTS intermediário, as diferentes drogas foram 
dissolvidas em solução salina fisiológica (NaCl, 0,9%)  e o pH ajustado para 
valores próximos do normal (pH = 7,4). As soluções foram microinjetadas 
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unilateralmente, utilizando-se uma seringa Hamilton de 1 µL conectada a um tubo 
de polietileno PE-10 e uma agulha injetora (33 gauge), 1,5 mm mais longa que a 
cânula-guia, a fim de que as microinjeções atingissem diretamente o NTS. O 
volume microinjetado foi de 100 nL.  
3.5 Análise histológica   
Ao final dos experimentos foi feita a microinjeção do corante azul de Evans 
(2%, volume de 100 nL) no NTS, a fim de se determinar o sítio das microinjeções. 
A seguir, os animais foram anestesiados com halotano (2%) e submetidos a 
abertura da caixa torácica para exposição do coração, através do qual foi feito a 
perfusão com aproximadamente 20 mL de solução tamponada de formalina 
(10%). O cérebro foi removido e mantido na mesma solução formalina por pelo 
menos 48 horas. Os cortes histológicos (40 m) foram feitos em micrótomo de 
congelamento e corados com vermelho neutro (Método de Nissl). A seguir foram 
analisados em microscopia óptica de campo claro. Somente os animais com 
confirmação histológica dos sítios de microinjeção para o NTS intermediário foram 
considerados neste estudo. (ver Figura 20)  
3.6 Drogas utilizadas 
Acetylcholine Chloridre (ACh), agonista colinérgico não seletivo (RBI; Natick, 
MA, USA). 
Methylatropine Sulfate (metilatropina), antagonista de receptor colinérgico 
muscarínico (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
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(-) – Nicotine Hydrogen Tartrate Salt (nicotina), agonista de receptor 
colinérgico nicotínico (Sigma, St. Louis, MO, USA). 
Pilocarpine hydrochloride (pilocarpina) agonista de receptor colinérgico 
muscarínico (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
Solução salina (NaCl 0,9% - veículo), (Aster, Sorocaba, SP, Brasil). 
Trifluoromethylphenylimidazole (TRIM), inibidor seletivo da enzima NO sintase 
neuronal (Sigma, St. Louis, MO, USA).  
3.7 Forma de análise dos resultados   
A variação das respostas de PAM e FC foi obtida através da subtração do 
pico da resposta (valor máximo da curva) à microinjeção da droga utilizada menos 
o valor basal da PAM e FC (obtido no instante anterior à microinjeção). A estas 
variações foi aplicada a Análise de Variância de uma via para medidas repetidas 
(ANOVA), seguido do pós-teste Newman-Keuls. Os resultados foram expressos 
como média ± EPM e as diferenças estatísticas foram aceitas como sendo 
significativas para p<0,05.    
Nos protocolos em que foram feitas as curvas dose-resposta para os 
agonistas colinérgicos nicotina (protocolo 4.2) e pilocarpina (protocolo 4.4) foi 
utilizado teste t não pareado para analisar as variações entre as doses. No 
protocolo em que observamos as respostas cardiovasculares causadas pela 
microinjeção de pilocarpina no NTS de ratos não anestesiados (protocolo 4.4) 
analisamos a diferença entre a pressão arterial sistólica e diastólica (pressão 
arterial sistólica menos pressão arterial diastólica) antes das microinjeções de 
pilocarpina nas doses de 1, 5 e 10 nmol/ 100 nL no NTS e durante a resposta de 
  
28
aumento de pressão. Às variações da diferença entre pressão arterial sistólica e 
diastólica antes e após as microinjeções de pilocarpina no NTS (1, 5 e 10 nmol/ 
100 nL) foi aplicado o teste t pareado para analisar as variações entre o basal e 
o pico (efeito máximo da resposta) de cada dose.                      
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  
4.1 Alterações das respostas cardiovasculares de pressão arterial média 
(PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção 
de Acetilcolina (ACh) no NTS de ratos não anestesiados após o tratamento 
com antagonista de receptor muscarínico  (metilatropina).  
A microinjeção de ACh no NTS de ratos não anestesiados causa 
hipotensão e bradicardia (da Silva et al., 2008). Contudo, não há estudos na 
literarura em animais não anestesiados que demonstrem se esta hipotensão é 
causada pela ativação de receptores colinérgicos no NTS ou é consequência da 
intensa bradicardia, ou seja, resultante da diminuição do débito cardíaco. 
Para tanto, um grupo de animais (n=5) foi utilizado para a microinjeção 
unilateral de ACh (500 pmol/ 100nL) no NTS de ratos não anestesiados antes 
(controle) e após 20 minutos do bloqueio dos receptores colinérgicos 
muscarínicos cardíacos com a injeção intravenosa de metilatropina 1mg/ Kg (não 
atravessa a barreira hematoencefálica)   
Este protocolo foi realizado como sugestão de um dos revisores do artigo 
publicado no American Journal of Physiology - Regulatory, Integrative and 
Comparative Physiology (da Silva et al., 2008) em anexo.    
4.2 Respostas cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção do agonista 




A fim de caracterizar as respostas cardiovasculares de PAM e FC 
causadas pela microinjeção do agonista colinérgico de receptor nicotínico 
(nicotina) no NTS de ratos não anestesiados, a nicotina (NIC) nas doses de 0,01; 
0,1; 0,5; 1; e 10 pmol em 100 nL. O volume das microinjeções foi de 100 nL. 
Foram realizadas no máximo 2 microinjeções consecutivas de nicotina, em 
concentrações crescentes, sobre o mesmo sítio do NTS intermediário. Antes das 
microinjeções de nicotina, foi feita a microinjeção do veículo salina (NaCl, 0,9%). 
Para melhor visualização do perfil das respostas agrupamos todos os resultados 
obtidos para cada concentração (n total=29). O intervalo entre as microinjeções foi 
de aproximadamente 20-30 minutos.  
As concentrações de NIC testadas foram baseadas em estudo da literatura 
com a microinjeção de nicotina no NTS de ratos anestesiados (Dhar et al., 2000).   
4.3 Efeitos da inibição da NOS neuronal (TRIM) sobre as respostas 
cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina no NTS de ratos 
não anestesiados. 
Um grupo de animais (n=9) foi utilizado para a nicotina microinjetada 
unilateralmente no NTS antes (controle) e após 10, 20 e 60 à 90 minutos da 
inibição da NOS neuronal pela microinjeção unilateral de TRIM no NTS de ratos 
não anestesiados. A dose de nicotina foi de 5 M obtida no protocolo anterior da 
curva dose-efeito da nicotina no NTS de ratos não anestesiados. A dose utilizada 
de TRIM foi de 13,3 nmol/100 nL baseada em nossos estudos prévios e em 
estudos da literatura (Scislo et al., 2005; da Silva et al., 2008). O volume das 
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microinjeções foi de 100 nL. Outro grupo de animais (n=6) foi utilizado para a 
nicotina microinjetada unilateralmente no NTS antes (controle) e após 10 minutos 
da microinjeção unilateral do veículo salina (NaCl, 0,9%) no NTS de ratos não 
anestesiados.  
4.4 Respostas cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção do agonista 
colinérgico de receptor muscarínico (pilocarpina) no NTS de ratos não 
anestesiados. 
A fim de caracterizar as respostas cardiovasculares de PAM e FC 
causadas pela microinjeção do agonista colinérgico de receptor muscarínico 
(pilocarpina) no NTS de ratos não anestesiados, a pilocarpina (PIL) nas doses de 
0,01; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 nmol  foi microinjetada no volume de 100 nL no NTS 
intermediário. Antes das microinjeções de pilocarpina, foi feita a microinjeção do 
veículo salina (NaCl, 0,9%) Para melhor visualização do perfil das respostas 
agrupamos todos os resultados obtidos para cada dose (n total=21). O intervalo 
entre as microinjeções foi de aproximadamente 20-30 minutos.  
As doses testadas foram baseadas em estudos da literatura nos quais 
foram realizadas microinjeções de pilocarpina no NTS de gatos anestesiados 
(Gurtu et al., 1986) e intrahipocampal em ratos anestesiados (Yang et al., 2008).   
4.5 Efeitos da inibição da NOS neuronal (TRIM) sobre as respostas 
cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência 
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cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina no NTS de 
ratos não anestesiados. 
Um grupo de animais foi utilizado (n=8) para pilocarpina (0,5 nmol/ 100 nL) 
microinjetada unilateralmente no NTS antes (controle) e após 10, 20 e 60-90 
minutos da inibição da NOS neuronal pela microinjeção unilateral de TRIM no 
NTS de ratos não anestesiados. Outro grupo de animais foi utilizado (n=7) para 
pilocarpina (5 nmol/ 100 nL) microinjetada unilateralmente no NTS antes 
(controle) e após 10 e 60-90 minutos após a microinjeção unilateral de TRIM no 
NTS de ratos não anestesiados. As doses de pilocarpina foram obtidas no 
protocolo anterior da curva dose-efeito da pilocarpina no NTS de ratos não 
anestesiados. O volume das microinjeções foi de 100 nL. A dose utilizada de 
TRIM foi de 13,3 nmol/100 nL baseada em nossos estudos prévios e em estudos 
da literatura (Scislo et al., 2005; da Silva et al., 2008). Outros 2 grupos de animais 
(grupo 1, n=5; grupo 2, n=5; ) foram utilizados para a pilocarpina 0,5 e 5 nmol/ 100 
nL, respectivamente, microinjetada unilateralmente no NTS antes (controle) e 
após 10 minutos da microinjeção unilateral do veículo salina (NaCl, 0,9%) no NTS 
de ratos não anestesiados.  
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5. RESULTADOS  
5.1 Alterações das respostas cardiovasculares de pressão arterial média 
(PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção 
de Acetilcolina no NTS de ratos não anestesiados após o tratamento com 
antagonista de receptor muscarínico (metilatropina). 
A microinjeção de ACh (500 pmol/100 nL) no NTS de ratos não 
anestesiados causa hipotensão e bradicardia (da Silva et al., 2008). A fim de 
demonstrar se a hipotensão é resultado da queda de débito cardíaco devido à 
intensa bradicardia, um grupo de animais (n=5) foi preparado de acordo com a 
metodologia descrita. Após estabilizados os valores basais de PAM (106±3 
mmHg) e FC (325±15 bpm) os mesmos receberam microinjeções unilaterais de 
ACh (500 pmol/ 100nL) antes (controle) e após o tratamento intravenoso com o 
antagonista de receptor muscarínico metilatropina (1 mg/kg de peso do animal). 
A microinjeção controle de ACh no NTS causou hipotensão e bradicardia: 
PAM ACh controle: - 41±1 mmHg e FC ACh controle: -144±18 bpm, p<0,05, 
respectivamente. Após 20 minutos da obtenção da resposta controle de ACh foi 
feita a injeção intravenosa de metilatropina que causou elevação significante do 
valor basal de FC (basal pós-tratamento: 449±26 bpm). Em relação à PAM basal 
ocorreu um pequeno aumento (PAM pós-tratamento: 110±4 mmHg). 
Após o tratamento com metilatropina, a bradicardia causada pela 
microinjeção unilateral de ACh no NTS de ratos não anestesiados foi abolida (
FC ACh 20 min após tratamento: -6±2 bpm, p<0,05). A hipotensão causada pela 
microinjeção de ACh no NTS esteve preservada após o tratamento ( PAM ACh 
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20 min: -39±2 mmHg), sugerindo que a queda da pressão arterial causada pela 
microinjeção de ACh no NTS de ratos não anestesiados ocorre 
independentemeste da redução do débito cardíaco. As respostas 
cardiovasculares de ACh bem como o valor basal da FC retornaram aos valores 
controle aproximadamente 60 minutos após o tratamento com metilatropina. Os 
dados do grupo estão apresentados nas tabelas 1 e 2, em anexo.  
O gráfico a seguir (Figura 5) representa as alterações da PAM e FC 
causadas pela microinjeção de Acetilcolina no NTS de ratos não anestesiados 
antes e após o tratamento com antagonista de receptor muscarínico 
































Figura 5: Gráfico representando as variações de PAM (mmHg) e FC (bpm) 
causadas pela microinjeção de Acetilcolina (ACh 500 pmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados antes (ACh, controle) e após (20 minutos após 
metilatropina) o tratamento com antagonista de receptor muscarínico (1 mg/Kg iv). 
* diferente de ACh controle, teste t pareado p<0,05.  
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5.2 Respostas cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção do agonista 
colinérgico de receptor nicotínico (nicotina) no NTS de ratos não 
anestesiados. 
Como objetivo do nosso estudo, buscamos investigar as respostas 
cardiovasculares causadas pela estimulação de receptores colinérgicos 
nicotínicos no NTS de ratos não anestesiados. A nicotina (NIC) é um agonista não 
seletivo de receptor colinérgico nicotínico. 
Dhar et al. (2000) observaram que microinjeções de 0,5; 1 e 10 M de 
nicotina (volume das microinjeções 50 nL) no NTS intermediário de ratos 
anestesiados causou respostas depressora e bradicardica. As concentrações de 
nicotina utilizadas por Dhar et al. (2000) correspondem às doses de 0,025; 0,05 e 
0,5 pmol em 50 nL, respectivamente. As respostas de hipotensão e bradicardia 
observadas nos nossos estudos prévios com microinjeção de 500 pmol/100 nL de 
ACh no NTS de ratos não anestesiados foram similares àquelas obtidas por Dhar 
et al. (2000) com a microinjeção de nicotina no mesmo núcleo em animais não 
anestesiados. Por isso nos baseamos neste estudo para obter as doses de 
nicotina. 
No presente estudo foram realizadas microinjeções unilaterais de nicotina 
nas doses de 0,01; 0,1; 0,5; 1 e 10 pmol/100 nL (estas doses de nicotina 
correspondem às concentrações de 0,1; 1; 5; 10 e 100 M respectivamente). 
Devido à possibilidade de efeito taquifilático e também de lesão causados com 
múltiplas injeções de nicotina sobre um mesmo sítio, realizamos, no máximo duas 
microinjeções consecutivas de nicotina, em concentrações crescentes, sobre o 
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mesmo sítio do NTS. Antes das microinjeções de nicotina foi feita a microinjeção 
do veículo salina (NaCl, 0,9%). Para melhor interpretação e análise dos 
resultados agrupamos todos os resultados obtidos para cada concentração. 
Os animais apresentaram como basal de pressão arterial média e 
frequência cardíaca os seguintes valores: NIC 0,01 pmol/100 nL PAM basal: 
110±2 mmHg e FC basal: 355±8 bpm, n=8; NIC 0,1 pmol/100 nL PAM basal: 
111±2 mmHg e FC basal: 312±10 bpm, n=8; NIC 0,5 pmol/100 nL PAM basal: 
112±2 mmHg e FC basal: 306±11 bpm, n=8; NIC 1 pmol/100 nL PAM basal: 
110±2 mmHg e FC basal: 354±12 bpm, n=9; e NIC 10 pmol/100 nL PAM basal: 
110±2 mmHg e FC basal: 310±9 bpm, n=8. A PAM e FC basal do n total foram: 
PAM basal: 111±1 mmHg e FC basal: 323±6 bpm, n=29.  
A microinjeção de diferentes concentrações de nicotina no NTS 
intermediário de ratos não anestesiados causou significante hipotensão e 
bradicardia de forma dose-dependente: NIC 0,01 pmol/100 nL PAM: -13 2 
mmHg e FC: -72 17 bpm, n=8, p<0,05; NIC 0,1 pmol/100 nL PAM: -32 2 
mmHg e FC: -133 12 bpm, n=8, p<0,05; NIC 0,5 pmol/100 nL PAM: -41 2 
mmHg e FC: -141 10 bpm, n=8, p<0,05; NIC 1 pmol/100 nL PAM: -51 2 mmHg 
e FC: -178 15 bpm, n=8, p<0,05; e NIC 10 pmol/100 nL PAM: -52 3 mmHg e 
FC: -161 20 bpm, n=8, p<0,05. A microinjeção do veículo salina (NaCl, 0,9%) 
não causou alterações significantes na pressão arterial média e na frequência 
cardíaca. Os valores individuais de cada grupo estão apresentados nas tabelas 3 
a 7, em anexo. 
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Observamos que a dose de NIC de 0,5 pmol/100 nL causou variações 
semelhantes da PAM e FC àquelas causadas pela dose de 500 pmol/ 100 nL de 
ACh no NTS de ratos não anestesiados.  
O registro a seguir (Figura 6) representa as alterações da pressão arterial 
pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
(FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais de nicotina nas doses de 
0,01; 0,1; 0,5; 1 e 10 pmol/100 nL respectivamente.  
O gráfico a seguir (Figura 7) representa as variações da pressão arterial 
média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca ( FC, bpm) causadas pelas 
microinjeções unilaterais de salina e de nicotina nas doses de 0,01; 0,1; 0,5; 1 e 
10 pmol/100 nL, respectivamente.     
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doses de nicotina (pmol/100 nL)  
Figura 6: Registros típicos de animais dos grupos estudados ilustrando as 
alterações da pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, 
mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral de 
salina (NaCl 0,9%) e das consecutivas concentrações de nicotina  (NIC 0,01; NIC 

























Figura 7: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca (
FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais de salina (controle) no NTS e do 
agonista colinérgico de receptor nicotínico (nicotina, NIC) nas concentrações de 0,01; 0,1; 
0,5; 1 e 10 pmol/ 100 nL no NTS de ratos não anestesiados. ANOVA p<0,05: * Diferente 
de salina; NIC 0,01 diferente de NIC 0,1; NIC 0,5; NIC 1 e NIC10; NIC 0,1 diferente 
de NIC 0,5; NIC 1 e NIC 10; NIC 0,5 diferente de NIC 1 e NIC 10; NIC 0,01 diferente 
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5.3 Efeitos da inibição da NOS neuronal (TRIM) sobre as respostas 
cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina no NTS de ratos 
não anestesiados. 
A inibição da nNOS, no NTS, reduz significantemente as respostas 
cardiovasculares (hipotensão e bradicardia) causadas pela microinjeção de ACh 
(500 pmol/ 100nL) no NTS de ratos não anestesiados (da Silva et al., 2008). 
No protocolo anterior (5.2) identificamos que a microinjeção de nicotina na 
concentração de 0,5 pmol/100 nL causa hipotensão e bradicardia semelhantes às 
observadas com a dose de 500 pmol de ACh.  
Afim de verificar se a inibição da nNOS altera as respostas 
cardiovasculares de PAM e FC causadas pela estimulação dos receptores 
colinérgicos nicotínicos, no NTS, um grupo de animais (n=9; PAM basal: 111±2 
mmHg; FC basal: 317±9 bpm) recebeu a microinjeção controle de nicotina (0,5 
pmol/100 nL) no NTS e as respostas características de hipotensão e bradicardia 
foram observadas: PAM controle: -40±1 mmHg e FC controle: -138±8 bpm, 
p<0,05. 
A hipotensão e a bradicardia causadas pela microinjeção controle de 
nicotina foram significantemente reduzidas aos 10 e 20 minutos após a 
microinjeção unilateral do inibidor seletivo da NOS neuronal TRIM (13,3 nmol/100 
nL) no NTS: PAM NIC 10 min: -11±2 mmHg; FC NIC 10 min: -45±12 bpm; 
PAM NIC 20 min: - 15±3 mmHg; FC NIC 20 min: -40±10 bpm; n=9, p<0,05. As 
respostas de PAM e FC retornaram aos valores controle ou próximos dele 
aproximadamente 60 minutos após a microinjeção de TRIM ( PAM NIC 60 min: -
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41±2 mmHg; FC NIC 60 min: -157±12 bpm). A microinjeção unilateral de TRIM 
no NTS não causou alteração significante no valor basal de PAM ( PAM após 
TRIM: 1±1 mmHg). A microinjeção de TRIM causou uma redução da FC basal 
neste grupo em 4±1 bpm (p<0,05). Contudo isto pode ser devido à movimentação 
dos animais durante ou após as microinjeções. Os valores individuais de cada 
grupo estão apresentados nas tabelas 8 a 10, em anexo. 
Em um segundo grupo de animais ( PAM basal: 114±2 mmHg, FC 
basal: 341±13 bpm; n=6), substituindo-se o TRIM pelo seu veículo salina (NaCl 
0,9%). A resposta controle causada pela NIC 0,5 pmol/100 nL ( PAM controle: -
42±3 mmHg;  FC controle: -151±14 bpm) não foi alterada após a microinjeção 
de salina ( PAM 10 min: -42±4 mmHg; FC 10 min: -149±24 bpm; n=6). A 
microinjeção unilateral de salina no NTS não causou alterações significantes nos 
valores basais de PAM e FC ( PAM após salina: -2±0 mmHg; FC após salina: 
6±4 bpm). Os valores individuais de cada grupo estão apresentados nas tabelas 
11 e 12, em anexo. 
O registro a seguir (Figura 8) representa as respostas de nicotina antes e 
após a microinjeção de TRIM no NTS. As Figuras 9 e 10 representam as 
variações da resposta controle de NIC no NTS antes e após a microinjeção de 
TRIM e salina (controle), respectivamente.      
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Figura 8: Registro típico representativo de um animal do grupo estudado 
mostrando as alterações de pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão 
arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela 
microinjeção unilateral de nicotina 0,5 pmol/100 nL, antes (NIC  controle) e após 
10, 20 e 60 minutos da microinjeção unilateral do inibidor seletivo da NOS 

















































Figura 9: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral do agonista 
colinérgico nicotina antes (NIC controle) e após 10, 20 e 60 minutos da 
microinjeção unilateral de TRIM (13,3 nmol/100 nL) no NTS de ratos não 





























Figura 10: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral do agonista 
colinérgico nicotina (NIC controle), do veículo salina (salina) e nicotina 10 minutos 
(10 min) após a microinjeção de veículo salina no NTS de ratos não anestesiados.  
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5.4 Respostas cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção do agonista 
colinérgico de receptor muscarínico (pilocarpina) no NTS de ratos não 
anestesiados.  
Uma vez caracterizadas as respostas cardiovaculares causadas pela 
microinjeção do agonista colinérgico de receptor nicotínico (nicotina) no NTS de 
ratos não anestesiados, no presente protocolo realizamos a curva dose-resposta 
para o agonista não seletivo de receptor colinérgico muscarínico (pilocarpina).   
Os animais foram preparados de acordo com a metodologia descrita e 
apresentaram como média basal de PAM (mmHg) e FC (bpm) os seguintes 
valores: 110±4 mmHg e 326±11 bpm, n total=21. Foram realizadas microinjeções 
unilaterais de pilocarpina nas doses de 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 nmol/ 100 nL. 
Antes das microinjeções de pilocarpina, foi feita a microinjeção do veículo salina 
(NaCl, 0,9%). Os animais (n=21) foram separados em 6 grupos nos quais cada 
grupo recebeu, no máximo, 3 microinjeções consecutivas de pilocarpina em doses 
crescentes (combinações aleatórias) no NTS. Para análise dos resultados as 
respostas obtidas para cada dose de pilocarpina foram agrupadas.   
A PAM e FC basais dos respectivos grupos foram: PIL 0,01 nmol: 111±3 
mmHg e 327±8 bpm, n=8; PIL 0,1 nmol: 110±3 mmHg e 317±19 bpm, n=8; PIL 
0,5 nmol: 109±2 mmHg e 328±8 bpm, n=9; PIL 1 nmol: 108±3 mmHg e 326±10 
bpm, n=9; PIL 5 nmol: 109±2 mmHg e 329±8 bpm, n=8; e PIL 10 nmol: 109±3 
mmHg e 332±9 bpm, n=8.  
A microinjeção de diferentes doses de pilocarpina no NTS intermediário de 
ratos não anestesiados causou significante hipotensão e bradicardia: PIL 0,01 
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nmol PAM: -19 3 mmHg e FC: -72 14 bpm, n=8, p<0,05; PIL 0,1 nmol PAM: 
-28 3 mmHg e FC: -97 15 bpm, n=8, p<0,05; PIL 0,5 nmol PAM: -32 2 mmHg 
e FC: -147 11 bpm, n=9, p<0,05; PIL 1 nmol PAM: -22 5 mmHg e FC: -
104 19 bpm, n=9, p<0,05; PIL 5 nmol PAM: -20 3 mmHg e FC: -93 12 bpm, 
n=8, p<0,05; e PIL 10 nmol PAM: -16 3 mmHg e FC: -72 13 bpm, n=8, 
p<0,05. Os valores individuais de cada grupo estão apresentados nas tabelas 13 
a 21, em anexo. 
A pilocarpina microinjetada no NTS de ratos não anestesiados nas doses 
de 1, 5 e 10 nmol/100nL causou hipotensão (fase 1), como descrito acima, 
seguida de aumento da pressão arterial e bradicardia (fase 2): PIL 1 nmol PAM: 
26 4 mmHg e FC: -41 5 bpm, n=9, p<0,05; PIL 5 nmol PAM: 25 3 mmHg e 
FC: -48 8 bpm, n=8, p<0,05; e PIL 10 nmol PAM: 46 4 mmHg e FC: -73 16 
bpm, n=8, p<0,05. Os valores individuais de cada grupo estão apresentados, nas 
tabelas 16 a 21, em anexo. 
A microinjeção de pilocarpina 0,5 nmol/100 nL no NTS de ratos não 
anestesiados causou significante hipotensão e bradicardia. Estas alterações 
foram semelhantes àquelas observadas com a microinjeção de ACh (500 pmol/ 
100 nL) e de NIC (5 M) no NTS, logo esta foi a dose de escolha para o 
desenvolvimento do próximo protocolo de inibição da nNOS. As microinjeção que 
atingiram sítios adjacentes ao NTS intermediário não causaram respostas 
cardiovasculares. 
Os registros a seguir (Figuras 11 e 12) representam as alterações da 
pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais de 
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pilocarpina nas doses de 0,01; 0,1 e 0,5 nmol/ 100 nL; e 1, 5 e 10 nmol/ 100 nL, 
respectivamente.  
Os gráficos a seguir (Figuras 13 e 14) representam as variações da 
pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca ( FC, bpm) 
causadas pelas microinjeções unilaterais de pilocarpina nas doses de 0,01; 0,1 e 


















PIL 0,01 PIL 0,1 PIL 0,5INJ
Figura 11: Registros típicos de animais dos grupos estudados ilustrando as alterações na 
pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca (FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais de pilocarpina nas doses de 
0,01; 0,1 e 0,5 nmol/100 nL no NTS de ratos não anestesiados. (INJ: indica artefacto 



































PIL 1 PIL 5 PIL 10   
Figura 12: Registros típicos de animais dos grupos estudados ilustrando as 
alterações da pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, 
mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais 




doses de pilocarpina (nmol/ 100 nL)





























Figura 13: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais do controle (salina) 
e do agonista colinérgico de receptor muscarínico (pilocarpina) nas doses de 0,01; 
0,1 e 0,5 nmol/100 nL (0,01; 0,1 e 0,5, respectivamente) no NTS de ratos não  
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Figura 14: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pelas microinjeções unilaterais do agonista 
muscarínico (pilocarpina) nas doses 1, 5 e 10 nmol/100 nL no NTS de ratos não  
anestesiados. test t p<0,05: * diferente do controle; aumento da PAM 
pilocarpina 10 nmol/100 nL diferente do aumento da PAM pilocarpina 1 e 5 
nmol/100 nL.  
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Foi observado que durante o aumento da pressão arterial ocorreu alteração 
da diferença entre a pressão sistólica e diástólica. Através desta observação 
analisamos a diferença da pressão arterial sistólica e diastólica (pressão arterial 
sistólica menos pressão arterial diastólica) antes das microinjeções de pilocarpina 
1, 5 e 10 nmol/ 100 nL no NTS e durante a resposta de hipertensão. 
A dose de 10 nmol/100 nL causou alteração significante da diferença da 
pressão arterial sistólica e diastólica: PIL 1 nmol diferencial basal: 40 3 mmHg 
X diferencial pico: 43 4 mmHg, n=9; PIL 5 nmol diferencial basal: 39 2 
mmHg X diferencial pico: 41 5 mmHg, n=8; e PIL 10 nmol diferencial basal: 
41 2 mmHg X diferencial pico: 60 5 mmHg, n=8, p<0,05. Os valores individuais 
de cada grupo estão apresentados nas tabelas 22 a 24, em anexo. 
A Figura 15 representa as variações da diferença entre a pressão sistólica 
e diástólica ( diferença entre sistólica e diástólica) antes (basal) e após (pico) as 
microinjeções unilaterais de pilocarpina nas doses de 1, 5 e 10 nmol/100 nL.    
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Figura 15: Variações da diferença entre a pressão sistólica e diástólica (mmHg) antes 
(basal) e após (pico) as microinjeções unilaterais do agonista colinérgico de receptor 
muscarínico pilocarpina (pico) nas doses 1, 5 e 10 nmol/ 100 nL (1, 5 e 10 
respectivamente) no NTS de ratos não anestesiados. test t p<0,05: * pico dose de 10 
nmol diferente de pilocarpina basal dose de 1 nmol, pilocarpina basal dose de 5 nmol, 
pilocarpina basal dose de 10 nmol, pilocarpina pico dose de 1 nmol e pilocarpina pico 
dose de 5 nmol/100 nL.  





































5.5 Efeitos da inibição da NOS neuronal (TRIM) sobre as respostas 
cardiovasculares de pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca (FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina no NTS de 
ratos não anestesiados. 
Observamos nos experimentos anteriores que o bloqueio da NOS neuronal 
reduz as respostas cardiovasculares de PAM e FC causadas pela microinjeção de 
ACh e NIC no NTS de ratos não anestesiados. No presente protocolo observamos 
se o NO derivado da NOS neuronal modula as respostas cardiovasculares 
causadas pela microinjeção do agonista colinérgico pilocarpina no NTS de ratos 
não anestesiados. Para tanto, um grupo de animais (n=8; PAM basal: 112±1 
mmHg; FC basal: 304±10 bpm) recebeu a microinjeção controle de pilocarpina 
(0,5 nmol/100 nL) no NTS e as respostas características de hipotensão e 
bradicardia foram observadas: PAM controle: -32±3 mmHg e FC controle: -
133±9 bpm, p<0,05. 
A hipotensão e a bradicardia causadas pela microinjeção controle de 
pilocarpina foram significantemente reduzidas aos 10 e 20 minutos após a 
microinjeção unilateral do inibidor seletivo da NOS neuronal TRIM (13,3 nmol/ 100 
nL) no NTS: PAM PIL 10 min: -10±2 mmHg e FC PIL 10 min: -33±8 bpm; 
PAM PIL 20 min: - 11±3 mmHg e  FC PIL 20 min: -41±6 bpm; n=8, p<0,05. As 
respostas de PAM e FC retornaram aos valores controle ou próximos dele 
aproximadamente 60 minutos após a microinjeção de TRIM: PAM NIC 60 min: -
33±3 mmHg e FC NIC 60 min: -113±11 bpm. A microinjeção unilateral de TRIM 
no NTS não causou alterações significantes nos valores basais de PAM e FC: 
PAM após TRIM: -1±1 mmHg e FC após TRIM: -4±2 bpm. Os valores 
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individuais de cada grupo estão apresentados nas tabelas 25 a 27, em anexo. O 
registro a seguir (Figura 16) representa as alterações das respostas de 
pilocarpina antes e após a microinjeção de TRIM no NTS. A Figura 17 representa 
as variações da resposta controle de PIL no NTS antes e após a microinjeção de 





















Figura 16: Registro típico representativo de um animal do grupo estudado 
mostrando as alterações da pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão 
arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) causadas pela 
microinjeção unilateral de pilocarpina 0,5 nmol/100 nL, antes (PIL 0,5) e após 20 e 
60 minutos (20 min e 60 min, respectivamente) da microinjeção unilateral do 
































Figura 17: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral do agonista 
colinérgico pilocarpina antes (PIL controle) e após 10, 20 e 60 minutos (10 min, 20 
min e 60 min) da microinjeção unilateral de TRIM (13,3 nmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados. ANOVA p<0,05: * Diferente de PIL controle e de 60 min.  
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Uma vez que obtivemos respostas diferentes para as doses acima de 1 
nmol/ 100nL de pilocarpina microinjetada no NTS, decidimos verificar se a inibição 
da nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL) também afeta a resposta de aumento da PAM 
causada pela microinjeção da dose de 5 nmol/100 nL de pilocarpina. Para melhor 
interpretação e análise dos resultados as respostas de PAM e FC causadas pela 
PIL 5 nmol/ 100 nL no NTS foram divididas graficamente em 2 fases: fase 1 - pico 
da hipotensão e bradicardia correspondente; fase 2 - pico do aumento da pressão 
arterial média e bradicardia correspondente.  
Um grupo de animais (n=7; PAM basal: 112±2 mmHg; FC basal: 317±4 
bpm) recebeu a microinjeção controle de pilocarpina (5 nmol/100nL) no NTS e as 
respostas características de PAM (fase 1: PAM: -19 1 mmHg e fase 2: PAM: 
27 5 mmHg, n=7, p<0,05) e FC (fase 1: FC: -66 9 bpm; mmHg e fase 2 FC: -
47 7 bpm, n=7, p<0,05) foram observadas.  
As respostas da fase 1 (hipotensão e a bradicardia) e o aumento de PAM 
(observado na fase 2) foram significantemente reduzidas aos 10 minutos após a 
microinjeção unilateral do inibidor seletivo da NOS neuronal TRIM (13,3 nmol/100 
nL) no NTS: PIL 5 nmol - fase 1: PAM 10 min: -8 2 mmHg e FC 10 min: -28 8 
bpm; fase 2: PAM 10 min: 12 1 mmHg; n=7, p<0,05). A queda de FC causada 
pela PIL 5 nmol na fase 2 da resposta foi atenuada 10 min após a microinjeção de 
TRIM no NTS: fase 2 - FC 10 min: -21 5 bpm. As respostas de PAM e FC 
retornaram aos valores controle ou próximos dele aproximadamente 60 minutos 
após a microinjeção de TRIM (PIL 5 nmol - fase 1: PAM: -21 3 e FC: -84 13 
bpm; fase 2: PAM: 30 5 mmHg e FC: -37 5 bpm; n=7). A microinjeção 
unilateral de TRIM no NTS não causou alterações significantes nos valores basais 
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de PAM e FC ( PAM após TRIM: -2±1 mmHg; FC após TRIM: -2±2 bpm). Os 






























Figura 18: Variações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca (
FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral do agonista colinérgico pilocarpina (5 
nmol) antes (controle) e após 10 e 60 minutos (10 min e 60 min) da microinjeção 
unilateral de TRIM (13,3 nmol/100 nL) no NTS de ratos não  anestesiados. ANOVA 
p<0,05: * Diferente do controle e de 60 min.  
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Em outros 2 grupos de animais (grupo 1: PAM basal: 112±2 mmHg, 
FC basal: 347±12 bpm, n=5; grupo 2: PAM basal: 112±2 mmHg, FC basal: 
338±12 bpm; n=5 respectivamente), o TRIM foi substituido pelo seu veículo salina 
(NaCl 0,9%) e as respostas de PAM e FC causadas pela microinjeção, no NTS, 
de PIL nas doses de 0,5 nmol/ 100 nL (grupo 1) e 5 nmol/ 100 nL (grupo 2) foram 
observadas. As respostas controle causadas pela PIL 0,5/ 100nL (grupo 1: 
PAM: -26±2 mmHg e  FC: -123±13 bpm) e PIL 5 nmol/ 100nL  (grupo 2: fase 1: 
PAM: -17±2 mmHg e FC: -75±13 bpm; fase 2: PAM: 25 4 mmHg e FC: -
30 5 bpm, n=5) não foram alteradas 10 minutos após a microinjeção de salina 
(grupo 1: PAM 10 min: -29±2 mmHg e FC 10 min: -139±10 bpm; grupo 2: 
fase 1: PAM: -18±2 mmHg e FC: -63±10 bpm; fase 2: PAM: 31 2 mmHg e 
FC: -31 4 bpm, n=5). Os valores individuais de cada grupo estão apresentados 
nas tabelas 31 (grupo 1) e 33 e 34 (grupo 2), respectivamente, em anexo. A 
microinjeção unilateral de salina no NTS não causou alterações significantes nos 
valores basais de PAM dos respectivos grupos (grupo 1: PAM: 0±1 mmHg, 
n=5; grupo 2: PAM: -1±1 mmHg, n=5). A microinjeção de salina causou uma 
redução da FC basal nestes grupos em 6±1 (grupo 1) e 5±1 (grupo 2) bpm 
p<0,05. Provavelmente isto pode ser devido à movimentação dos animais durante 
ou após as microinjeções. Os dados individuais de cada grupo estão 
apresentados nas tabelas 32 (grupo 1) e 35 (grupo 2), em anexo. A figura (Figura 
19) a seguir representam as respostas de pilocarpina 0,5 nmol/100 nL (painel A) e 
5 nmol/100 nL (painel B)  antes e após a microinjeção de salina (NaCl 0,9%) no 




Figura 19: Painel A- Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e 
frequência cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral de 
pilocarpina 0,5 nmol/100 nL antes (PIL controle) e após 10 minutos (10 min) da 
microinjeção do veículo salina (salina) no NTS de ratos não  anestesiados. Painel 
B- Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca (
FC, bpm) causadas pela microinjeção unilateral de pilocarpina 5 nmol/100 nL 
antes (controle) e após 10 minutos (10 min) da microinjeção do veículo salina 






















































Figura 20: Fotomicrografia de uma secção transversal do bulbo mostrando o sítio 
de microinjeção unilateral no NTS intermediário de um rato representativo dos 
grupos. A seta indica o centro das microinjeções. Abrev.: AP, área postrema; cc, 
canal central da medula; X, núcleo dorsal motor do vago; XII, núcleo do 
hipoglosso, NTS, núcleos do tracto solitário. Escala: A barra corresponde a 1 mm 







6. DISCUSSÃO   
As respostas cardiovasculares de pressão arterial média e frequência 
cardíaca causadas pela estimulação dos subtipos de receptores colinérgicos 
nicotínico e muscarínico no NTS de ratos não anestesiados foram caracterizadas 
no presente estudo. Em adição, foi demonstrado que a inibição da NOS neuronal, 
no NTS, reduz significantemente estas respostas.  
O sistema colinérgico foi identificado em neurônios e terminais do NTS pela 
presença da acetilcolinesterase (Kobayashi et al., 1975; Simon et al., 1981), 
colina acetiltransferase (Helke et al., 1983; Simon et al., 1981), acetilcolina (Helke 
et al., 1983) e, inicialmente, de receptores muscarínicos (Kobayashi et al., 1975; 
Simon et al., 1981; Wamsley et al., 1991). Os receptores nicotínicos foram 
identificados por meio de estudos imunohitoquímicos (Schwartz et al., 1982) e 
eletrofisiológicos (Ueno et al., 1993; Shihara et al., 1999) em subpopulações de 
neurônios no NTS.  
A microinjeção unilateral de ACh no NTS de ratos não anestesiados 
causou hipotensão e bradicardia dose-dependentes (da Silva et al., 2008). As 
variações da pressão arterial média e da frequência cardíaca obtidas com a 
microinjeção de 500 pmol/100 nL de ACh foram equivalentes às observadas com 
a mesma dose em ratos anestesiados com halotano (Criscione et al., 1983). 
Diversos estudos sugerem que a acetilcolina participa da regulação autonômica 
dos reflexos cardiovasculares (Ruggiero et al., 1994; Lawrence e Jarrott, 1996).  
Com os resultados obtidos neste trabalho observamos que o bloqueio 
periférico dos receptores muscarínicos (pela injeção endovenosa de metilatropina) 
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não alterou a hipotensão causada pela microinjeção de ACh no NTS de ratos não 
anestesiados. Este resultado indica que a queda de pressão arterial induzida pela 
acetilcolina não é secundária à acentuada bradicardia (redução do débito 
cardíaco), sugerindo que a ativação do sistema colinérgico no NTS resulta, de 
alguma forma, em diminuição da atividade simpática (da Silva et al., 2008). Kubo 
e Misu (1981) observaram que a microinjeção de nicotina (0,1 g) no NTS de 
ratos anestesiados causou hipotensão e bradicardia, e esta resposta de queda de 
pressão arterial esteve preservada, mesmo com a bradicardia inibida (pela injeção 
i.v. do antagonista muscarínico metilatropina). Os mecanismos que medeiam a 
resposta da ACh no NTS ainda não estão bem esclarecidos e estudos funcionais 
complementares em animais não anestesiados são necessários. 
A fim de discriminar as respostas de pressão arterial média e frequência 
cardíaca causadas pela estimulação dos receptores nicotínicos e muscarínicos no 
NTS de ratos não anestesiados realizamos as curvas dose-resposta para cada 
agonista (nicotina e pilocarpina, respectivamente). Como objetivo principal, 
buscamos obter a dose de cada agonista que apresentasse respostas de PAM e 
FC similares àquelas obtidas com a microinjeção de ACh 500 pmol/100 nL. 
Os nossos resultados mostraram que a microinjeção unilateral do agonista 
colinérgico nicotina 0,01; 0,1; 0,5; 1 e 10 pmol/100 nL no NTS intermediário de 
ratos não anestesiados causou hipotensão e bradicardia dose-dependentes. Os 
efeitos cardiovasculares da microinjeção de nicotina no NTS são uma evidência 
funcional da presença de receptores nicotínicos neste núcleo.  
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A microinjeção da dose de nicotina de 0,5 pmol/100 nL causou resposta 
similar à obtida com a dose de 500 pmol/100 nL de ACh no NTS de ratos não 
anestesiados. 
A microinjeção do agonista colinérgico muscarínico (pilocarpina) no NTS de 
ratos não anestesiados causou hipotensão e bradicardia para as doses de abaixo 
de 1 nmol/100 nL. A resposta de hipotensão e bradicardia correspondente à 
obtida com a dose de 500 pmol/100 nL de ACh no NTS fora observada com a 
dose de 0,5 nmol/100 nL de pilocarpina. As respostas obtidas com a microinjeção 
de 0,5 pmol/100 nL de nicotina mostraram-se similares às causadas pela 
microinjeção de pilocarpina 0,5 nmol/100 nL. O efeito mais potente da nicotina no 
NTS pode ser um indicativo de que o limiar de excitação dos receptores 
nicotínicos no NTS é menor.  
A microinjeção de doses de pilocarpina acima de 1 nmol/100 nL (PIL 1, 5 e 
10 nmol/100nL) causou hipotensão seguida de aumento da pressão arterial e 
bradicardia. Estes resultados sugerem que os receptores muscarínicos têm 
participação na transmissão colinérgica no NTS. 
Com a microinjeção da dose de pilocarpina de 10 nmol/100nL observamos 
aumento significante da diferença entre a pressão arterial sistólica e diastólica. 
Podemos sugerir que pilocarpina 10 nmol no NTS estimula alguma via simpática 
que causaria aumento da resistência periférica total (pós-carga) e/ou aumento da 
contratilidade do músculo cardíaco resultando assim em um aumento exacerbado 
da pressão arterial. A intensa bradicardia observada durante o aumento de 




Outra hipótese para explicar o aumeto da pressão arterial causado pela PIL 
10 nmol no NTS é a perda da seletividade da droga nesta dose, ou seja, a 
pilocarpina ativaria não apenas os receptores colinérgicos muscarínicos, mas 
também receptores (não colinérgicos) de neurônios simpato-excitatórios ou inter-
neurônios no NTS intermediário. A pilocarpina perdendo sua seletividade (nas 
doses altas) poderia ativar inter-neurônios gabaérgicos no NTS intermediário, o 
que resultaria em aumento da pressão arterial. 
Por outro lado, com a utilização da técnica de microinjeção nós não 
podemos excluir a possibilidade de espalhamento da injeção para regiões 
adjacentes, como o núcleo dorsal motor do vago ou canal central. Todos os 
animais incluídos neste estudo apresentaram análise histológica positiva para a 
porção intermediária do NTS. As microinjeções de nicotina e pilocarpina que 
atingiram regiões adjacentes ao NTS (animais não incluídos no estudo) não 
causaram alterações cardiovasculares significantes. O aumento da pressão 
observado com microinjeção das doses altas de pilocarpina pode ser devido ao 
espalhamento da droga: pois com doses altas a droga poderia chegar efetiva em 
outros núcleos, por exemplo, se a pilocarpina atingisse (em dose efetiva) regiões 
adjacentes do NTS poderia estimular neurônios simpato-excitatórios (NTS 
comissural) que aumentariam a pressão arterial. Estes mecanismos sugeridos 
para explicar o aumento de pressão causado pela pilocarpina em doses altas no 
NTS necessitam ser melhor investigados a fim de caraterizar esta resposta.   
As vias aferentes, bem como os estímulos específicos que levam à 
liberação da ACh no NTS ainda são desconhecidos. As diferentes respostas 
cardiovasculares observadas com as microinjeções de nicotina e pilocarpina 
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sugerem que os receptores colinérgicos (nicotínico e muscarínico) podem ser 
ativados em situações de estímulos distintos das vias cardiovasculares. 
Vários autores buscaram identificar qual o subtipo de receptor colinérgico 
está envolvido na resposta de ACh no NTS: os receptores muscarínicos foram 
imunohistoquimicamente identificados no NTS por Kobayashi (1978), Hyde (1988) 
e Goodwin (1995) e através de estudos funcionais em ratos anestesiados por 
Criscione et al (1983). A maior densidade de receptores colinérgicos muscarínicos 
foi observada no núcleo dorsal motor do vago em nível da área postrema e na 
porção intermediária do NTS em secções do SNC de humanos (Hyde et al., 
1988). Kobayashi et al (1978) e Goodwin et al (1995) observaram a marcação de 
receptores muscarínicos no NTS de ratos com a utilização de um ligante 
específico tritiado de antagonista colinérgico muscarínico ([3H] quinucidinil 
benzilato).  
O bloqueio de receptores nicotínicos com hexametônio no NTS não foi 
capaz de abolir a resposta causada pela ACh microinjetada neste núcleo em ratos 
anestesiados (Criscione et al., 1983). Em contrapartida, o bloqueio total dos 
receptores colinérgicos no NTS não afetou a integridade do barorreflexo e o 
bloqueio do sistema colinérgico com antagonista de receptor muscarínico atropina 
causou um rápido aumento da pressão arterial. Em vista destes achados, pode-se 
sugerir que o sistema colinérgico tem um papel modulatório na transmissão dos 
reflexos cardiovasculares e os receptores muscarínicos seriam tonicamente 
ativados a fim de diminuir a pressão arterial, provavelmente através da diminuição 
da atividade simpática periférica (Criscione et al., 1983). 
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Os receptores nicotínicos foram identificados através de estudos funcionais 
(Kubo & Misu., 1981) e imunohistoquímicos (Schwartz et al., 1982) e 
posteriormente através de técnicas de eletrofisiologia (Ueno et al., 1993; Shiraki et 
al., 1997; Shihara et al., 1999).   
Ferreira et al (2001) demonstraram com estudos de autoradiografia a 
presença de receptores nicotínicos no NTS intermediário, e esta marcação 
reduziu significantemente após vagotomia, sugerindo uma possível origem da 
transmissão colinérgica no NTS. 
Kubo e Misu (1981) observaram que a microinjeção de nicotina (0,1 g/ 
200 nL) em sítios adjacentes a área postrema de ratos anestesiados causou um 
breve aumento da pressão arterial seguido de hipotensão e bradicardia. A 
microinjeção do antagonista nicotínico hexametônio, sobre os mesmos sítios, 
aboliu as variações da pressão arterial e bradicardia causadas pela nicotina e 
causou breve, mas significante aumento da pressão arterial basal.  
Shiraki et al (1997) observaram que as propriedades eletrofisiológicas dos 
receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) do NTS são similares aos dos 
demais nAChRs no SNC. Por meio de registro celular (whole cell e single 
channel-pacth clamp) observou-se que a transmissão de sinais dos nervos 
aferentes sensitivos para neurônios do NTS ocorre via estimulação de nAChRs e 
a despolarização resultante desta estimulação é mediada, parcialmente, pela 
liberação endógena de ACh. 
A aplicação iontoforética de ACh sobre neurônios do NTS intermediário 
excitados pela estimulação do trato solitário causou disparos neuronais que foram 
bloqueados tanto pela aplicação de antagonista muscarínico (atropina) como 
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nicotínico (curare) (Shihara et al., 1999). Este mesmo estudo demonstrou que 
estes neurônios no NTS expressam receptores muscarínicos ou nicotínicos, mas 
não ambos os subtipos em uma mesma célula, sugerindo subpopulações de 
neurônios que expressam cada tipo de receptor no NTS intermediário.  
Ashworth-Preece et al (1998a) observaram a presença de sítios de ligação 
para [125I] -bungarotoxina (toxina que se liga em receptores colinérgicos 
nicotínicos) em secções do bulbo e do gânglio nodoso de ratos usando a técnica 
de autoradiografia in vitro. Estes sítios correspondem com os terminais das 
aferências vagais. Neste mesmo estudo os autores observaram que a 
administração de nicotina no NTS de ratos anestesiados elevou os níveis basais 
extracelulares de L-glutamato, provavelmente pela ativação dessa população de 
receptores colinérgicos nicotínicos localizados nos terminais das aferências 
vagais. Estes resultados sugerem que a acetilcolina está envolvida na modulação 
da liberação do L-glutamato no NTS via ação pré-sináptica. Esta relação entre os 
receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) pré-sinápticos e a modulação da 
liberação de glutamato nos terminais das aferências vagais já fora observada em 
outras regiões do sistema nervoso central (McGehee & Role, 1996). 
O bloqueio de receptores nicotínicos no NTS de ratos anestesiados com 
antagonista nicotínico mecamilamina reduziu os níveis extracelulares de L-
glutamato e aspartato que foram aumentados pela estimulação dos baroceptores, 
mas não afetou os níveis basais de liberação destes neurotransmissores 
(Ashworth-Preece et al., 1998b). Estes dados sugerem que os neurônios 
colinérgicos centrais envolvidos na regulação da pressão arterial só são ativados 
quando há estimulação dos baroceptores. Estes dados confrontam os resultados 
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anteriores que sugeriam que os receptores colinérgicos nicotínicos estavam 
envolvidos na modulação tônica da liberação do L-glutamato no NTS. 
A hipótese de que a hipotensão causada pela ACh no NTS é devido à 
facilitação da neurotransmissão glutamatérgica via estimulação dos receptores 
nicotínicos pré-sinápticos foi investigada por Dhar et al (2000). O bloqueio 
completo dos receptores de aminoácidos excitatórios (NMDA e não-NMDA) não 
foi capaz de  atenuar ou abolir a resposta depressora causada pela microinjeção 
de nicotina no NTS, sugerindo que estes receptores excitatórios não estão 
envolvidos na mediação desta resposta, mas sim os receptores nicotínicos. 
A hipotensão causada pela nicotina no NTS foi bloqueada parcialmente 
pela combinação da microinjeção de antagonistas ou toxinas específicas para 
cada subtipo de receptor nicotínico. O bloqueio total da resposta de hipotensão 
(98%) foi obtido com a combinação coletiva dos antagonistas, propondo a 
existência de uma população heterogênia de subtipos de receptores nicotínicos 
neste núcleo (Dhar et al., 2000).  
Apesar da presença de ambos os subtipos de receptores colinérgicos 
(nicotícos e muscarínicos) no NTS, o papel funcional de cada um deles na 
transmissão da resposta da ACh no NTS ainda não esta esclarecido. A 
participação de cada subtipo de receptor colinérgico na modulação da 
transmissão dos reflexos cardiovasculares, no NTS, precisa ser investigada.  
Uma vez identificadas as doses de nicotina e pilocarpina que causam 
respostas cardiovasculares similares à microinjeção de ACh 500 pmol/100 nL no 
NTS, buscamos investigar se o bloqueio da síntese/liberação de NO pela via  
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neuronal (bloqueio da NOS neuronal no NTS) afeta estas respostas específicas 
dos agonistas colinérgicos. 
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a microinjeção 
do inibidor seletivo da NOS neuronal (TRIM) no NTS reduz significantemente as 
respostas cardiovasculares de hipotensão e a bradicardia causadas pela 
microinjeção do agonista colinérgico nicotínico (nicotina) e muscarínico 
(pilocarpina) neste núcleo. A inibição da nNOS no NTS também reduziu 
significantemente o aumento de pressão arterial média causado pela microinjeção 
de pilocarpina 5 nmol/100 nL. Estes dados aumentam as evidências de que a 
transmissão colinérgica pode ser influenciada ou modulada pelo NO de origem 
neuronal no NTS.  
Em nossos estudos prévios (da Silva et al., 2008) observamos que a 
hipotensão e bradicardia causadas pela microinjeção de ACh no NTS foram 
significantemente reduzidas após a microinjeção unilateral do inibidor não-seletivo 
da NOS L-NAME e do inibidor seletivo da NOS neuronal TRIM, sugerindo que o 
NO derivado da nNOS influencia parcialmente a transmissão colinérgica no NTS. 
É difícil discriminar os efeitos do NO originado de cada isoforma da enzima NOS 
porque a nNOS e a eNOS estão presentes em estruturas adjacentes do NTS, e o 
NO se difunde através das membranas celulares (da Silva et al., 2008). Lin et al 
(2007) observaram por meio de estudos de imunofluorescência, a presença da 
nNOS em neurônios e da eNOS em astrócitos e células endoteliais do NTS. Este 
estudo sugere que ambas as isoformas da NOS estão presentes no NTS e podem 
regular a função cardiovascular.  
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O marcador histoquímico NADPH-diaforase foi descrito em neurônios e 
diversos núcleos colinérgicos (Vicent et al., 1983; Ellison et al., 1987) mesmo 
antes de saber que este marcador identificava a NOS (Hope et al., 1991). 
Garthwaite (1991) demonstrou que em muitas regiões do SNC a ativação 
da NOS em células colinérgicas pode ser gerada pela ativação dos receptores 
glutamatérgicos pós-sinápticos NMDA. De Vente et al (2001) sugeriram que a 
ativação glutamatérgica pós-sináptica produz NO, e o NO formado se difunde 
para as células adjacentes para ativar a GCs de uma determinada subpopulação 
de fibras colinérgicas que contém receptores muscarínicos. Foi demonstrado que 
o NO eleva os níveis de GMPc em interneurônios colinérgicos no córtex e no 
striatum (De Vente et al., 2001 e 2004). A co-localização do GMPc e de vesículas 
de ACh em terminais neuronais de diversas regiões centrais, o núcleo ambíguos 
por exemplo, tem sugerido que o NO tem alguma função anterógrada ou 
retrógrada em determinados neurônios colinérgicos (De Vente et al., 2001).  
A nNOS foi localizada em terminais pré- e pós sinápticos no NTS, contudo 
as estruturas pré-sinápticas não eram de origem vagal, sugerindo que a nNOS 
imunoreativa provinha de neurônios intrínsecos do NTS ou neurônios de outras 
regiões específicas do SNC e que enviam projeções para o NTS (Atkinson, 2003).  
No striatum de camundongos knockout para nNOS ocorreu significante 
liberação de ACh após a perfusão com doador de NO (SIN-1), mas não na 
presença do agonista glutamatégico ionotrópico (NMDA). A perfusão com NMDA 
aumentou a liberação de ACh nos camundongos sham e knockout para eNOS 
(Buchholzer & Klein, 2002). Este estudo é uma evidência de que a liberação de 
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ACh no SNC sofre influência da formação/liberação de NO induzida pela ativação 
de receptores glutamatérgicos.   
Estudos de nosso laboratório mostraram que os neurônios glutamatérgicos 
no NTS que respondem à estimulação vagal sofrem influência do óxido nítrico, 
onde o NO parece facilitar a transmissão glutamatérgica no NTS via ativação de 
receptores não-NMDA (AMPA) seguidos pela ativação de receptores NMDA em 
situações de estimulação de alta frequência ou em longo prazo (Dias et al., 2003).  
Podemos sugerir, com base nos resultados prévios e nos dados obtidos no 
presente estudo que as aferências cardiovasculares para o NTS que ativam a 
transmissão glutamatérgica, em situações de alta frequência de disparo (como 
durante a ativação dos reflexos cardiovasculares) também sinalizem a ativação de 
uma via modulatória colinérgica. Esta via colinérgica, da mesma forma que a via 
glutamatérgica sofreria influência da produção de NO via nNOS, que por meio de 
sinalizações intracelulares controlariam a transmissão dos neurônios colinérgicos 
para demais núcleos do SNC envolvidos da transmissão cardiovascular, 
resultando na resposta fisiológica, simpatoinibitória de hipotensão e, bradicardia 
causadas pela ACh no NTS.  
A representação esquemática a seguir mostra a hipótese da transmissão 
colinérgica no NTS e a influência da produção de NO neuronal sobre as vias 
glutamatérgica e colinérgica neste núcleo (Figura 21). 
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Figura 21: Representação esquemática mostrando a hipótese da transmissão 
colinérgica no NTS e a influência da produção de NO neuronal sobre as vias 
glutamatérgica e colinérgica neste núcleo.     
O presente estudo discriminou a resposta depressora causada pela 
microinjeção de ACh no NTS de ratos não anestesiados. Caracterizamos também 
as respostas cardiovasculares causadas pela estimulação dos receptores 
colinérgicos nicotínicos e muscarínicos no NTS de ratos não anestesiados. 
Demonstramos que a inibição da síntese e liberação de óxido nítrico da NOS 
neuronal neste núcleo pode modular as respostas causadas pelos agonistas 
colinérgicos. Os dados deste estudo estão de acordo e complementam nossos 
resultados prévios, contudo estudos complementares in vivo sobre o papel da 























NO exerce seus efeitos neuromodulatórios sobre cada subtipo de receptor 
colinérgico e a interação do sistema colinérgico com o sistema glutamatérgico no 
NTS parecem ser complexos. A busca por diferenças funcionais resultantes da 
ativação dos receptores colinérgicos no NTS, a função específica do NO durante 
a ativação destes receptores e a interação do sistema colinérgico com o 
glutamatérgico na transmissão dos reflexos cardiovasculares poderiam adicionar 
informações significantes sobre controle central das funções neurovegetativas 
pelos núcleos do tracto solitário.                       
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Tabela 1. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) causadas pela 
microinjeção de Acetilcolina (500 pmol/100 nL) no NTS de ratos não anestesiados 
antes (controle) e após o tratamento com metilatropina (1 mg/kg).  
rato/ACh controle 20 min depois da metilatropina 
1 -39 -42 
2 -43 -42 
3 -39 -38 
4 -39 -31 
5 -46 -43 
Média ± EPM 
-41±1* -39±2* 
* diferente do basal, teste t pareado, p<0,05            
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Tabela 2. Alterações da frequência cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção 
de Acetilcolina (500 pmol/100 nL) no NTS de ratos não anestesiados antes (controle) 
e após o tratamento com metilatropina (1 mg/kg).  
rato/ ACh controle 20 min depois da 
metilatropina 
1 -89 -6 
2 -158 -3 
3 -125 -5 
4 -195 -2 
5 -155 -12 
Média ± EPM 
-144±18* -6±2† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05          
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Tabela 3. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (0,01 pmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados.  
salina controle (NaCl, 0,9%) nicotina (0,01 pmol/100 nL) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 - - -13 -38
2 - - -8 -49 
3 - - -14 -153 
4 -6 -10 -22 -116 
5 -6 -9 -9 -61 
6 -1 -11 -11 -9 
7 -1 -2 -10 -105 
8 - - -15 -43 
Média ± EPM -4±1 -8±2 
-13±2*† -72±17*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 4. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (0,1 pmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados.   
salina controle (NaCl, 0,9%) nicotina (0,1 pmol/100 nL) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -1 -21 -26 -75
2 -2 -13 -26 -135 
3 -2 2 -34 -160 
4 -1 -2 -44 -125 
5 -1 -6 -27 -132 
6 - - -38 -101 
7 3 -1 -28 -187 
8 - - -34 -146 
Média ± EPM -1±2 -7±4 
-32±2*† -133±12*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 5. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (0,5 pmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados.  
nicotina (0,5 pmol/100 nL) 
rato                                    PAM FC 
1 -51 -165
2 -38 -174 
3 -47 -132 
4 -30 -93 
5 -38 -114 
6 -43 -157 
7 -36 -124 
8 -45 -168 
Média ± EPM 
-41±2* -141±10* 
                * diferente do basal, teste t pareado, p<0,05            
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Tabela 6. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (1 pmol/100 nL) no NTS de ratos 
não anestesiados.  
salina controle (NaCl, 0,9%) nicotina (1 pmol/100 nL) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 - - -45 -111
2 - - -60 -249 
3 - - -50 -196 
4 -6 -10 -48 -194 
5 -6 -9 -50 -129 
6 -1 -11 -56 -196 
7 -1 -2 -52 -173 
8 - - -50 -176 
Média ± EPM -4±1 -8±2 
-51±2*† -178±15*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
  
88
Tabela 7. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (10 pmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados.   
salina controle (NaCl, 0,9%) nicotina (10 pmol/100 nL) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -1 -3 -49 -191
2 -1 -21 -44 -81 
3 -2 -13 -58 -103 
4 -2 2 -45 -107 
5 -1 -2 -44 -163 
6 - - -62 -199 
7 3 -1 -53 -232 
8 - - -58 -212 
Média ± EPM 0±1 -6±4 
-52±3*† -161±20*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 8. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) causadas pela 
microinjeção de nicotina (0,5 pmol/100 nL) no NTS de ratos não anestesiados antes 
(controle) e após o tratamento com inibidor da nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL).  
rato/ NIC controle 10 min após 
TRIM 




1 -39 -4 -23 -40 
2 -44 -11 -18 -46 
3 -45 -5 -4 -38 
4 -38 -14 -3 -40 
5 -42 -23 -22 -50 
6 -41 -5 -23 -42 
7 -35 -13 -2 -46 
8 -38 -8 -21 -34 
9 -39 -19 -15 -34 
Média ± EPM 
-40±1* -11±2*† -15±3 *† -41±2* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60-120 min após TRIM, ANOVA, p<0,05                
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Tabela 9. Alterações da frequência cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção 
de nicotina (0,5 pmol/100 nL) no NTS de ratos não anestesiados antes (controle) e 
após o tratamento com inibidor da nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL).   
rato/ NIC controle 10 min após 
TRIM 




1 -118 -9 -54 -70 
2 -172 -68 -67 -183 
3 -97 -13 -39 -177 
4 -137 -9 -12 -174 
5 -142 -50 -11 -147 
6 -172 -33 -100 -186 
7 -129 -112 -25 -137 
8 -130 -38 -43 -171 
9 -145 -74 -16 -167 
Média ± EPM 
-138±8* -45±12*†  -40±10*†  -157±12* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60-120 min após TRIM, ANOVA, p<0,05         
  
91
Tabela 10. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de (TRIM 13,3 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados.  
rato PAM FC 
1 -3 -1
2 -4 -2 
3 2 -5 
4 1 4 
5 -1 -5 
6 -1 -8 
7 -1 -7 
8 11 -3 
9 2 -8 
Média ± EPM 1±1 
-4±1* 
                              * diferente do basal, teste t pareado, p<0,05           
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Tabela 11. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de nicotina (0,5 pmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados antes (controle) e 10 minutos após a microinjeção do 
veículo salina (NaCl, 0,9%). 




PAM  10 min 
após salina 
FC  10 min 
após salina 
1 -41 -181 -40 -188 
2 -32 -139 -36 -92 
3 -42 -132 -46 -194 
4 -37 -122 -32 -75 
5 -50 -127 -40 -129 
6 -48 -204 -58 -214 
Média ± EPM 
-42±3* -151±14* -42±4* -149±24* 
* diferente do basal, ANOVA p<0,05   
Tabela 12. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção do veículo salina (NaCl, 0,9%) no 
NTS de ratos não anestesiados.  
rato PAM FC 
1 -4 -24
2 -2 -3 
3 -1 2 
4 -1 -3 
5 -2 -4 
6 -1 -6 
Média ± EPM -2±0 -6±4 
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Tabela 13. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (0,01 nmol/100 nL) 
no NTS de ratos não anestesiados.  
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (0,01 nmol) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -4 2 -33 -138
2 - - -15 30 
3 -1 -16 -13 -58 
4 0 0 -26 -117 
5 -4 4 -15 -36 
6 1 3 -14 -53 
7 -1 -4 -17 -49 
8 -2 -2 -22 -96 
Média ± EPM -2±1 -2±3 
-19±3*† -72±14*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 14. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (0,1 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados.  
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (0,1 nmol) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 1 -19 -14 -41
2 0 0 -44 -157 
3 - - -30 -119 
4 -1 -4 -27 -110 
5 -4 -3 -31 -55 
6 -2 -2 -28 -132 
7 -1 -1 -27 -115 
8 -2 -1 -26 -49 
Média ± EPM -1±1 -4±3 
-28±3*† -97±15*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 15. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (0,5 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados.   
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (0,5 nmol) 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -4 -30 -34 -210
2 -1 -6 -37 -160 
3 0 -6 -20 -102 
4 -2 -15 -27 -160 
5 0 -8 -37 -163 
6 0 -7 -33 -103 
7 - - -35 -133 
8 0 -1 -30 -159 
9 - - -37 -136 
Média ± EPM -1±1 -10±4 
-32±2*† -147±-11*†
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05          
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Tabela 16. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (1 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 1).   
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (1 nmol) 
resposta de fase 1 
rato                     PAM FC PAM FC 
1 -4 -30 -30 -148
2 1 -10 -43 -214 
3 - - -13 -63 
4 0 0 -34 -128 
5 -4 4 -16 -56 
6 1 3 3 -132 
7 -4 -3 -34 -93 
8 -1 -1 -13 -5 
9 -2 -1 -21 -45 
Média ± EPM -2±1 -6±4 
-22±5*† -104±19*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05         
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Tabela 17. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (1 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 2).  
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (1 nmol) 
resposta de fase 2 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -4 -30 26 -39
2 1 -10 27 -72 
3 - - 44 -37 
4 0 0 18 -41 
5 -4 4 23 -34 
6 1 3 43 -49 
7 -4 -3 18 -51 
8 -1 -1 15 -30 
9 -2 -1 18 -16 
Média ± EPM -2±1 -6±4 26±4*† -41±5*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05          
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Tabela 18. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 1).  
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (5 nmol) 
resposta de fase 1 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 -1 -6 -30 -97
2 0 -6 -12 -105 
3 -2 -15 -15 -115 
4 0 -8 -35 -111 
5 0 -7 -18 -19 
6 - - -21 -131 
7 0 -1 -9 -81 
8 - - -16 -85 
Média ± EPM -1±0 -7±2 
-20±3*† -93±12*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05            
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Tabela 19. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 2). 
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (5 nmol) 
resposta de fase 2 
rato                       PAM FC PAM FC 
1 -1 -6 31 -38
2 0 -6 24 -58 
3 -2 -15 19 -44 
4 0 -8 26 -66 
5 0 -7 44 -20 
6 - - 20 -34 
7 0 -1 19 -33 
8 - - 16 -91 
Média ± EPM -1±0 -7±2 25±3*† -48±8*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 20. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (10 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 1).   
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (10 nmol) 
resposta de fase 1 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 1 -19 -20 -122
2 -4 2 -7 -7 
3 -1 -16 -19 -96 
4 0 0 -28 -69 
5 -4 4 -10 -49 
6 1 3 -9 -68 
7 0 -1 -8 -62 
8 -4 -3 -25 -106 
Média ± EPM -1±1 -4±3 
-16±3*† -72±13*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 21. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (10 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 2).  
salina controle (NaCl, 0,9%) pilocarpina (10 nmol) 
resposta de fase 2 
rato                                    PAM FC PAM FC 
1 1 -19 55 -66
2 -4 2 49 -24 
3 -1 -16 33 -98 
4 0 0 57 -167 
5 -4 4 51 -22 
6 1 3 31 -69 
7 0 -1 37 -74 
8 -4 -3 54 -64 
Média ± EPM -1±1 -4±3 46±4*† -73±16*† 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle, ANOVA, p<0,05            
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Tabela 22. Diferença da pressão arterial sistólica e diastólica (pressão arterial 
sistólica menos pressão arterial diastólica, mmHg) (S-D) antes (basal) e durante a 
resposta de aumento de PAM (pico) causado pela microinjeção de pilocarpina 1 
nmol/100 nL no NTS. 
rato basal (S-D) pico (S-D) 
1 50 49
2 41 47 
3 25 43 
4 51 51 
5 36 40 
6 44 52 
7 49 44 
8 35 44 
9 28 20 
Média ± EPM 40 3 43±4 
Tabela 23. Diferença da pressão arterial sistólica e diastólica (pressão arterial 
sistólica menos pressão arterial diastólica, mmHg) (S-D) antes (basal) e durante a 
resposta de aumento de PAM (pico) causado pela microinjeção de pilocarpina 5 
nmol/100 nL no NTS. 
rato basal (S-D) pico (S-D) 
1 40 41
2 42 56 
3 40 34 
4 37 31 
5 32 36 
6 27 24 
7 40 42 
8 49 65 
Média ± EPM 39 2 41 5 
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Tabela 24. Diferença da pressão arterial sistólica e diastólica (pressão arterial 
sistólica menos pressão arterial diastólica, mmHg) (S-D) antes (basal) e durante a 
resposta de aumento de PAM (pico) causado pela microinjeção de pilocarpina 10 
nmol/100 nL no NTS. 
rato basal (S-D) pico (S-D) 
1 40 40
2 45 83 
3 36 46 
4 49 86 
5 32 68 
6 39 50 
7 38 49 
8 51 61 
Média ± EPM 41 2 60±5* 
* diferente do basal, teste t pareado p<0,05            
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Tabela 25. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) causadas pela 
microinjeção de pilocarpina (0,5 nmol/ 100nL) no NTS de ratos não anestesiados 
antes (controle) e após o tratamento com inibidor da nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL).  
rato/ PIL controle 10 min após 
TRIM 




1 -40 -7 -14 -26 
2 -32 -13 -8 -25 
3 -25 -12 -2 -20 
4 -27 1 -2 -37 
5 -28 -11 -6 -40 
6 -32 -12 -15 -39 
7 -45 -14 -29 -45 
8 -25 -14 -11 -29 
Média ± EPM 
-32±3* -10±2*† -11±3*† -33±3* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60-120 min após TRIM, ANOVA, p<0,05                  
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Tabela 26. Alterações da frequência cardíaca ( FC, bpm) causadas pela 
microinjeção de pilocarpina (0,5 nmol/ 100nL) no NTS de ratos não anestesiados 
antes (controle) e após o tratamento com inibidor da nNOS (TRIM 13,3 nmol/100 nL). 
rato/ PIL controle 10 min após 
TRIM 




1 -125 -5 -19 -76 
2 -123 -57 -49 -136 
3 -176 -61 -58 -66 
4 -155 -3 -16 -104 
5 -133 -27 -25 -110 
6 -137 -30 -62 -159 
7 -129 -55 -55 -141 
8 -89 -22 -44 -112 
Média ± EPM 
-133±9* -33±8*† -41±6*† -113±11* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60-120 min após TRIM, ANOVA, p<0,05           
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Tabela 27. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de (TRIM 13,3 nmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados. 
rato PAM FC 
1 0 0
2 0 -3 
3 2 2 
4 0 -3 
5 -4 -2 
6 -4 -12 
7 -3 -9 
8 2 -3 
Média ± EPM -1±1 -4±2 
Tabela 28. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 1).  
resposta controle 10 min após TRIM 60 min após TRIM 
rato PAM FC PAM FC PAM FC 
1 -16 -45 -5 -58 -16 -113
2 -23 -34 0 -14 -12 -30 
3 -17 -50 -11 0 -34 -138 
4 -17 -76 -11 -39 -19 -70 
5 -22 -88 -12 -31 -24 -71 
6 -19 -79 -2 -6 -21 -66 
7 -22 -91 -14 -49 -24 -98 
Média ± EPM
-19±2* -66±9* -8±2*† -28±8*† -21±3* -84±13* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60 min após TRIM, ANOVA, p<0,05 
  
107
Tabela 29. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmol/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados (respostas da fase 2).  
resposta controle 10 min após TRIM 60 min após TRIM 
rato PAM FC PAM FC PAM FC 
1 21 -32 17 -23 30 -37
2 11 -27 15 -44 23 -33 
3 28 -36 13 -13 43 -60 
4 41 -78 7 -18 55 -14 
5 10 -69 11 -14 17 -30 
6 48 -49 13 -4 23 -45 
7 29 -39 10 -34 20 -40 
Média ± EPM 27±5* -47±7* 12±1*† -21±5* 30±5* -37±5* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05 
† diferente do controle e de 60 min após TRIM, ANOVA, p<0,05 
diferente do controle, ANOVA, p<0,05  
Tabela 30. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) frequência cardíaca 
( FC, bpm) causadas pela microinjeção de (TRIM 13,3 nmol/100 nL) no NTS de 
ratos não anestesiados. 
rato PAM FC 
1 -2 -1
2 -2 -4 
3 -3 9 
4 -1 -4 
5 1 -7 
6 -2 -2 
7 -3 -3 
Média ± EPM -2±1 -2±2 
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Tabela 31. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (0,5 nmo/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados antes (controle) e 10 minutos após a microinjeção do 





PAM  10 min 
após salina 
FC  10 min 
após salina 
1 -27 -163 -34 -139 
2 -20 -124 -24 -109 
3 -27 -117 -26 -137 
4 -24 -133 -29 -169 
5 -33 -80 -34 -143 
Média ± EPM 
-26±2* -123±13* -29±2* -139±10* 
* diferente do basal, ANOVA p<0,05  
Tabela 32. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção do veículo salina (NaCl, 0,9%) no 
NTS de ratos não anestesiados.  
rato PAM FC 
1 1 -8
2 -3 -5 
3 -1 -4 
4 0 -10 
5 1 -2 
Média ± EPM -0±1 
-6±4* 
                         * diferente do basal, teste t pareado, p<0,05 
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Tabela 33. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmo/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados antes (controle) e 10 minutos após a microinjeção do 





PAM  10 min 
após salina 
FC  10 min 
após salina 
1 -22 -120 -21 -97 
2 -14 -69 -22 -72 
3 -12 -40 -18 -48 
4 -20 -75 -18 -55 
5 -15 -73 -11 -43 
Média ± EPM 
-17±2* -75±13* -18±2* -63±10* 
* diferente do basal, ANOVA, p<0,05            
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Tabela 34. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção de pilocarpina (5 nmo/100 nL) no 
NTS de ratos não anestesiados antes (controle) e 10 minutos após a microinjeção do 





PAM  10 min 
após salina 
FC  10 min 
após salina 
1 31 -42 29 -32 
2 32 -31 37 -45 
3 25 -21 27 -25 
4 11 -17 28 -33 
5 26 -41 35 -22 
Média ± EPM 25±4* -31±5* 31±2* -31±4* 
* diferente do basal, ANOVA p<0,05  
Tabela 35. Alterações da pressão arterial média ( PAM, mmHg) e frequência 
cardíaca ( FC, bpm) causadas pela microinjeção do veículo salina (NaCl, 0,9%) no 
NTS de ratos não anestesiados.  
rato PAM FC 
1 0 -5
2 -3 -5 
3 -1 -4 
4 0 -10 
5 1 -2 
Média ± EPM -1±2 
-5±1* 
                          * diferente do basal, teste t pareado, p<0,05 
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